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RÉSUMÉ 
 
CARACTÉRISATION ET FONCTION DE LA PROTÉINE NAB2 CHEZ 
SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE 
 
Par 
Valérie Grenier St-Sauveur 
Département de biochimie 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en biochimie, Faculté de médecine et des sciences 
de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
L’étude qui vous est présentée dans ce mémoire est réalisée chez l’organisme 
Schizosaccharomyces pombe et elle porte sur la caractérisation de la protéine Nab2, une 
protéine liant les queues poly(A) ainsi que sur son implication dans la régulation génique.  
Tout d’abord, il faut savoir qu’il existe quatre modes de régulation (transcriptionnel, post-
transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel) dans lesquels interviennent différents 
types de protéines, en particulier des protéines liant les queues poly(A) des ARN, aussi 
connues sous le nom de PABPs. Ces protéines reconnaissent l’ARN à l’aide de différents 
domaines de liaison et elles se subdivisent en deux catégories : les PABPs nucléaires ou 
cytoplasmiques, représentées respectivement par PABPN1 et PABPC1 chez les 
mammifères. Comprendre la fonction des PABPs revêt un intérêt particulier puisqu’elles 
sont impliquées à différents stades de la régulation génique. Des maladies ont aussi été 
associées à deux PABPs nucléaires humaines, PABPN1 et ZC3H14, mais aucune 
association entre leur fonction réciproque et la maladie n’a pu être établie. Une des façons 
de comprendre leur rôle est d’étudier celui de leurs orthologues respectifs. Chez la levure à 
fission, un orthologue de PABPN1 a été caractérisé et il s’agit de Pab2. S. pombe possède 
cependant une seconde PABP nucléaire, Nab2, qui est caractérisée dans ces travaux. Des 
méthodes in vivo et in vitro ont été utilisées afin de confirmer le statut de la protéine, à 
savoir qu’il s’agit bel et bien d’une PABP nucléaire et que celle-ci est non essentielle. 
L’identification de partenaires protéiques de Nab2 par spectrométrie de masse a aussi 
permis de relier Nab2 avec des processus de régulation génique tels que l’épissage et la 
dégradation. Puisque Pab2 est aussi associée à des fonctions en lien avec la dégradation, il 
est possible de faire un parallèle entre ces deux protéines et de supposer qu’elles 
interagissent ensemble. La deuxième partie de ces travaux porte donc sur l’étude de la 
relation fonctionnelle entre Nab2 et Pab2 et elle a permis de montrer un mécanisme de 
régulation opportuniste basé sur la liaison de la cible ARN par l’une ou l’autre de ces 
PABPs. En effet, l’étude de la régulation du gène modèle RPL30-2 indique que Nab2 et 
Pab2 ont des rôles opposés puisqu’ils sont respectivement des régulateurs positifs et 
négatifs de l’expression de son transcrit. 
 
 
Mots clés : Nab2, Pab2, PABP, régulation post-transcriptionnelle, Schizosaccharomyces 
pombe 
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INTRODUCTION 
 
 
1. Expression et régulation géniques 
 
L’expression génique est le processus permettant l’obtention d’une protéine à partir 
d’une séquence codante du génome : le gène. Les étapes menant du gène à la protéine sont 
sensiblement les mêmes, qu’il s’agisse d’un organisme procaryote ou eucaryote, 
unicellulaire ou pluricellulaire et passent invariablement par la production d’un 
intermédiaire, l’ARNm. Il y a donc, dans le noyau, transcription du gène en ARNm par 
l’ARN polymérase II suivi d’étapes de maturation de cet ARNm pour ensuite l’exporter 
vers le cytoplasme afin qu’il soit traduit en protéines. 
 
 
Figure 1 : Expression génique 
Schéma illustrant les principales étapes de la régulation génique. 1) Transcription. Le gène 
est transcrit en pré-ARNm par l’ARN polymérase II. 2) Maturation. Il y a ajout d’une 
structure coiffe en position 5’ du pré-ARNm ainsi que l’ajout d’une queue poly(A) en 
position 3’. Une étape d’épissage est parfois nécessaire pour ne produire qu’un ARNm 
mature ne contenant pas d’introns. 3) Export. L’ARNm mature passe du noyau vers le 
cytoplasme. 4) Traduction. L’ARNm est traduit en protéine par le ribosome. 
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Toutefois, l’expression génique ne se limite pas qu’à ces quelques étapes et est plus 
complexe qu’il n’y parait. En effet, si on prend l’exemple d’un organisme multicellulaire, 
toutes les cellules possèdent exactement le même matériel génétique, mais les gènes 
exprimés ne seront pas exactement semblables. Les gènes dit housekeeping sont exprimés 
dans toutes les cellules à tout moment puisqu’ils sont requis pour le maintient des fonctions 
essentielles à la survie de la cellule. D’autres sont dits non essentiels puisque la cellule peut 
s’en passer pour survivre. Parmi ceux-ci, il y en a d’exprimés en tout temps alors que 
d’autres ne le sont que sporadiquement. Par exemple, certains gènes ne sont exprimés qu’en 
processus de mitose et sont réprimés lors de la méiose alors que c’est l’inverse pour 
d’autres groupes de gènes. Il en va de même au cours de toutes les phases du cycle 
cellulaire, qu’il s’agisse de la phase S, G1, G2 ou M. De plus, un gène peut permettre la 
production de plus d’une protéine, ce qui crée des variations au niveau de l’expression 
génique, mais aussi au niveau des différents protéomes retrouvés au sein d’un organisme. 
Contrôler le niveau d’expression de ses gènes est donc essentiel à la cellule pour assurer 
son bon fonctionnement et nécessite une fine régulation qui peut avoir lieu à différents 
niveaux. Il est alors question de régulation génique transcriptionnelle, post-
transcriptionnelle, traductionnelle ou post-traductionnelle. 
 
 
1.1. Régulation transcriptionnelle 
La régulation transcriptionnelle intervient au niveau du premier échelon de la 
régulation génique. L’objectif de cette étape est simple : bloquer ou autoriser la 
transcription du gène en ARN. Pour ce faire, plusieurs méthodes sont possibles.  
 
1.1.1. Les facteurs de transcription 
La première méthode est l’utilisation de facteurs de transcription (FT) (Lee et Young, 
2013), soit des protéines nucléaires ayant la capacité de se lier à l’ADN via différents 
motifs tels qu’un domaine de doigt de zinc, un motif leucine-zipper, etc. La séquence de 
liaison des FT est localisée en amont du site d’initiation de la transcription correspondant 
au premier codon codant et elle comporte, en terme de taille, entre 6 et 12 paires de bases 
(Spitz et Furlong, 2012). C’est en général la liaison de plusieurs FT en amont du gène qui 
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en active la transcription et ce, par différents mécanismes. Dans certains cas, une simple 
interaction entre les différents FT permet de recruter directement l’ARN polymérase II au 
gène, ce qui mène à l’activation de sa transcription. Dans d’autres cas, l’activation se fait 
aussi de manière indirecte. Elle peut nécessiter la présence d’un troisième facteur, le 
médiateur ou la protéine P300 par exemple, qui relie les FT entre eux afin de recruter 
l’ARN polymérase II (Lee et Young, 2013). La liaison des FT peut aussi entraîner des 
changements de conformation de la chromatine ou empêcher le repositionnement des 
nucléosomes ce qui, indirectement, favorise la transcription du gène (Spitz et Furlong, 
2012).  
 
1.1.2. Modulation de la chromatine 
Afin de minimiser l’espace requis pour l’entreposage du matériel génétique, l’ADN 
est enroulé autour de protéines, les histones. Ces mêmes histones forment ce qu’on appelle 
des nucléosomes en s’empaquetant les unes avec les autres, formant ainsi la chromatine, 
une structure compacte où l’ADN est conservé. La seconde méthode utilisée par la cellule 
pour la régulation transcriptionnelle est donc basée l’accessibilité de l’ADN et donc, sur le 
remodelage de la chromatine (Lee et Young, 2013). En effet, pour qu’il y ait transcription, 
il faut non seulement que l’ARN polymérase II et les facteurs de transcription soient 
recrutés au gène, mais il faut aussi qu’ils y aient accès. Une des façons de faire consiste à 
altérer les charges des histones à l’aide de modifications post-traductionnelles telles que 
l’acétylation, la méthylation, l’ubiquitination et la phosphorylation (Narlikar et al., 2002). 
Ces changements engendrent une désorganisation de la chromatine permettant aux facteurs 
liés à la transcription d’avoir accès aux gènes. Une autre façon de faire consiste à remodeler 
l’organisation des nucléosomes à l’aide d’enzymes ATP-dépendantes telles les protéines de 
la famille SWI/SNF (Hargreaves et Crabtree, 2011).  Ces enzymes permettent soit de 
déplacer les nucléosomes le long de l’ADN, de défaire les interactions avec l’ADN ou tout 
simplement de les retirer de leur site d’occupation (Hargreaves et Crabtree, 2011). 
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1.2. Régulation post-transcriptionnelle 
La régulation post-transcriptionnelle entre en jeux dès que la transcription du gène est 
amorcée puisque dès lors, il y a production d’un ARNm. Il s’agit en fait d’un pré-ARNm 
puisqu’il est considéré non mature tant et aussi longtemps qu’il n’aura pas subi quelques 
modifications. Pour ce faire, les protéines participant à cette régulation sont recrutées à 
l’aide du domaine CTD de l’ARN polymérase II afin de compléter les étapes de maturation, 
soit l’ajout d’une structure coiffe, d’une queue poly(A) ainsi que l’épissage du pré-ARNm.  
 
1.2.1. La structure coiffe 
Tout d’abord, il y a l’ajout d’une structure coiffe. Il s’agit en fait d’un groupement 
méthylguanosine triphosphate (m
7
Gppp) ajouté en position 5´ qui a pour rôle de protéger 
l’ARNm de la dégradation par des exoribonucléases 5´→3´, mais aussi de favoriser son 
épissage et son exportation à l’aide d’interactions avec des protéines du CBC (cap-binding 
complex). La liaison de la structure coiffe par des protéines du complexe d’initiation de la 
traduction permet la traduction de l’ARNm dans le cytoplasme (Lewis et Izaurralde, 1997; 
Varani, 1997).  La formation de cette structure se fait en trois étapes. 1) Enlever le premier 
groupement phosphate du premier nucléotide transcrit, 2) le remplacer par un groupement  
guanosine monophosphate (GMP) puis 3) lui ajouter un groupement méthyle. De plus, ces 
étapes se font très rapidement puisque cette structure est présente lorsque la transcription 
atteint la production du trentième nucléotide (Varani, 1997).  
 
1.2.2. La queue poly(A)  
Le deuxième aspect de la régulation post-transcriptionnelle consiste à protéger 
l’extrémité 3’ de l’ARNm transcrit. Une expression connue stipule que toute bonne chose à 
une fin. C’est ce qui se passe avec la transcription. L’ARN polymérase II génère un ARNm 
qui contient, en aval de la section codante, un site de clivage correspondant généralement à 
la séquence suivante : AAUAAA. Ce code est reconnu par la machinerie de clivage et de 
polyadénylation (CPSF) qui coupe le brin d’ARN quelque 20 nucléotides plus loin, créant 
ainsi une extrémité 3’ libre d’être dégradée. Afin de palier à cette possibilité, il y a ajout 
d’une queue poly(A) en position 3’ par l’enzyme poly(A) polymérase dont la longueur 
varie d’un organisme à un autre. Chez les mammifères, elle est en moyenne de 250 
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nucléotides alors qu’elle est plus courte chez la levure. Dans le cas de Saccharomyces 
cerevisiae, il est question d’une queue poly(A) moyenne d’environ 70 adénosines alors 
qu’elle est de 40 adénosines chez S. pombe (Lemay et al., 2010). Tout comme la structure 
coiffe, la queue poly(A) joue donc elle aussi un rôle de protection contre la dégradation.  
 
1.2.3. L’épissage  
Finalement, une troisième étape de maturation est l’épissage du pré-ARNm puisque 
tant que des séquences introniques sont présentes, il s’agit toujours d’un pré-ARNm et 
celui-ci doit être épissé pour ne contenir que des exons correspondant aux séquences 
codantes (Montes et al., 2012). Des protéines associées à l’épissage sont généralement 
recrutées lors de la transcription d’un gène. Au fur et à mesure que celle-ci progresse, des 
séquences d’ARNs sont disponibles à la liaison par différents facteurs protéiques. Dans le 
cas des introns, il existe des signaux situés en 5’, au milieu et en 3’ de l’intron qui indique 
sa présence et qui permettent le recrutement du spliceosome, un complexe 
ribonucléoprotéique dédié à l’épissage et composés de 5 snRNA (snRNA U1, U2, U4, U5 
et U6) ainsi que d’environ 200 autres protéines (Montes et al., 2012). L’épissage n’a pas le 
même rôle que les deux autres étapes de maturation, car ce processus permet plutôt de 
générer de la diversité au niveau protéique, et ce, à partir d’un seul gène. Par exemple, un 
gène comprenant 3 exons et 2 introns peut mener à la production de deux ARNm différents, 
un avec les 3 exons et l’autre avec le premier et le troisième exon seulement puisque 
l’excision des deux introns peut aussi mener à l’excision de l’exon central. Chaque ARNm 
produit par ce même gène code pour une protéine différente. Il y a donc possibilité de 
production de deux protéines différentes. 
 
1.2.4. La machinerie de dégradation nucléaire 
Les trois mécanismes de maturation présentés ci-haut permettent l’obtention d’un 
ARNm mature qui est exporté vers le cytoplasme où il est traduit en protéines. Il est 
toutefois possible qu’un ARNm passe outre ces modifications, c’est pourquoi la cellule a 
aussi mis en place un système de sécurité pour palier à la possibilité que des ARNm qui ne 
sont pas maturés correctement soient toujours présents. Il s’agit de la présence 
d’exoribonucléases, des enzymes qui dégradent l’ARN, au sein du noyau et du cytoplasme. 
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Dans le noyau, la principale machinerie de dégradation est l’exosome nucléaire. La partie 
centrale de ce complexe est composée de 9 protéines qui forment une structure ayant 
l’apparence d’un baril à laquelle sont aussi associées les exoribonucléases Dis3 et Rrp6 
(Chlebowski et al., 2013).  
 
Un autre complexe est aussi associé à la dégradation. Il s’agit du TRAMP qui sert 
d’activateur à l’exosome (Houseley et al., 2006). Chez la levure, il est composé de trois 
types d’enzymes : deux protéines liant l’ARN, une hélicase et deux poly(A) polymérase 
correspondant respectivement à Air1p/Air2p, Mtr4p et Trf4p/Trf5p (Schmid et Jensen, 
2008).  
 
 
1.3. Régulation traductionnelle 
La traduction est le processus selon lequel un ARNm est traduit en protéine. Elle a 
lieu dans le cytoplasme et elle se divise en quatre étapes : l’initiation, l’élongation, la 
terminaison et la réutilisation des ribosomes. La régulation traductionnelle est le 
mécanisme de contrôle qui a lieu à ce niveau. Les principaux mécanismes de régulation 
affectent généralement la première étape de la traduction, l’initiation, en favorisant ou non 
le recrutement du ribosome, un complexe formé de deux sous-unités, la petite sous-unité 
40S et la grosse sous-unité 80S, qui sont constituées à la fois de protéines ribosomales et 
d’ARN ribosomaux (ARNr). Chez les bactéries, il suffit de bloquer l’accessibilité de la 
région Shine-Dalgarno (SD) par la petite sous-unité 30S du ribosome, car cette séquence 
située en amont du codon initiateur est responsable de l’initiation de la traduction 
(Sonenberg et Hinnebusch, 2009). Une des possibilités est l’utilisation de petits ARNs 
régulateurs pour moduler la structure de l’ARNm ou influencer sa liaison par différents 
facteurs de régulation, rendant accessible ou non le site SD. Chez les eucaryotes, les 
options de régulation sont différentes. Quelques-uns des mécanismes nécessitent la 
présence de la structure coiffe sur les ARNm et  ils reposent sur la formation du complexe 
d’initiation de la traduction. Par exemple, la phosphorylation de la protéine eIF2 résulte en 
une diminution de l’assemblage du complexe d’initiation de la traduction. Dans d’autres 
cas, la formation du complexe d’initiation de la traduction peut être entravée par le 
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remplacement de la protéine eIF4E par son homologue, la protéine 4E-HP, lorsque cette 
dernière est phosphorylée. Dans d’autres cas, la régulation peut se faire à l’aide 
d’interaction dans la région 3’UTR notamment, par le biais de liaison par des micro-ARNs.  
 
 
1.4. Régulation post-traductionnelle 
Le dernier échelon de la régulation génique est la régulation post-traductionnelle. 
C’est à ce niveau qu’est contrôlée la quantité de protéines présentes dans la cellule, ainsi 
que leur fonctionnalité et leur localisation. Ce mode de régulation repose surtout sur les 
modifications apportées aux protéines telles que la méthylation, l’ubiquitination et la 
phosphorylation. Par exemple, la méthylation des arginines par les protéines arginines 
méthyltransférases (PRMT) influence différents processus cellulaires tels que l’élongation 
de la transcription, les différentes étapes menant à la maturation d’un ARN, la réparation 
des cassures dans l’ADN ainsi que dans le contrôle du cycle cellulaire. Par exemple, l’ajout 
de groupement méthyl peut modifier l’affinité d’une protéine pour son substrat ou bien 
altérer sa liaison avec ses différents partenaires cellulaires. (Wei et al, 2014). 
 
 
2. Les protéines liant les queues poly(A) (PABPs) 
 
La cellule a besoin d’effectifs pour aider à réguler l’expression des gènes. Parmi 
ceux-ci se trouve les protéines ayant la capacité de lier la queue poly(A) (PABPs) des 
ARNs. Au départ, il s’agissait d’un groupe de protéines capable de lier des séquences 
minimales de 8 à 12 adénosines via un motif de liaison à l’ARN de type RRM (Mangus et 
al., 2003)  alors que maintenant, cette famille de protéine englobe toutes protéines liant les 
séquences poly(A), peu importe le domaine de liaison. Ces protéines participent à la 
régulation génétique en intervenant surtout au niveau post-transcriptionel et 
traductionnel. À la différence d’autres protéines pouvant lier les ARNs et pouvant aussi 
réguler l’expression des gènes, les PAPBs ne sont conservées que chez les eucaryotes 
(Gorgoni et Gray, 2004; Mangus et al., 2003). Elles se subdivisent en deux catégories 
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basées sur leur localisation principale, cytoplasmique ou nucléaire, et elles sont 
représentées respectivement par PAPBC1 et PABPN1 chez l’humain.  
 
 
2.1. PABPC1 
Chez l’humain, il y a 4 gènes qui codent pour une PABP cytoplasmique : PABPC3, 
iPABPC, PABPC5 et PABPC1, la plus caractérisée. PABPC1 est une protéine de 70 kDa 
exprimée de façon ubiquitaire et localisée principalement dans le cytoplasme tout en étant 
capable de circuler entre le noyau et le cytoplasme.  Elle est composée de 4 domaines RRM 
situés dans la portion N-terminale de la protéine et qui sont conservés à travers les espèces. 
Ces domaines fonctionnent en groupe de deux, le RRM1 avec le RRM2 et le RRM3 avec le 
RRM4, pour la liaison avec les séquences d’ARN poly(A). C’est toutefois le premier 
ensemble de RRM qui est majoritairement responsable de l’interaction entre PABPC1 et la 
queue poly(A) des ARNm (Gorgoni et Gray, 2004). 
 
PABPC1 est reconnue pour être impliquée dans divers processus dont l’initiation de 
la traduction où elle permet la formation d’une structure boucle de l’ARNm qui relie la 
coiffe avec la queue poly(A). Les interactions permettant de former ce type de structure 
sont de type protéique. C’est en fait la formation d’une liaison entre PABPC1 située sur la 
queue poly(A) et eIF4G, une protéine du complexe d’initiation de la traduction situé sur la 
coiffe de l’ARNm, qui permet l’obtention de cette conformation ainsi que le recrutement de 
la sous-unité 40S du ribosome (Mangus et al., 2003). Suite à l’assemblage du ribosome et à 
sa ronde de traduction, la formation de cette boucle favorise aussi sa réutilisation afin qu’il 
recommence une nouvelle fois la production d’une protéine. De plus, même si un ARNm 
ne possède pas de queue poly(A), il peut être traduit. Par contre, l’efficacité de traduction 
s’en trouve améliorée lorsque présente et ce, grâce à la formation de cette boucle (Gorgoni 
et Gray, 2004). PABPC1 a aussi un rôle au niveau du temps de vie des ARNm.  En effet, 
une fois exportés dans le cytoplasme, les ARNm sont soumis à une compétition entre leur 
traduction et leur dégradation, ce qui permet à la cellule d’assurer une réponse rapide en cas 
de stress. La formation de la structure boucle entre PABPC1 et eiF4G permet de protéger 
les deux extrémités de l’ARNm de la dégradation 3´→5´ résultant de la déadénylation par 
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des enzymes tels que PARN et de la dégradation 5´→3´ suite au retrait de la structure coiffe 
(Gorgoni et Gray, 2004).  
 
 
2.2. PABPN1 
Dans le cas de la seconde catégorie de PABP, les PABP nucléaires, il n’y a, chez 
l’humain, qu’un seul gène qui code pour la protéine PABPN1. Cette petite protéine de 33 
kDa est majoritairement localisée au noyau, mais, tout comme PABPC1, elle peut faire la 
navette entre le noyau et le cytoplasme. Elle possède un domaine coiled-coil (CCD) 
interagissant avec l’enzyme poly(A) polymérase suivi d’un seul domaine RRM pour la 
liaison à l’ARN ainsi qu’un domaine riche en arginine relié à un signal de localisation 
nucléaire de type proline-tyrosine (PY-NLS) qui facilitent sa réintégration dans le noyau 
(Banerjee et al., 2013). 
 
La première fonction associée à cette protéine consiste à réguler la polyadénylation 
des ARN suite au clivage. En effet, PABPN1 agit de concert avec le complexe de clivage et 
de polyadénylation (CPSF) afin de stimuler l’action de l’enzyme poly(A) polymérase, la 
rendant processive, pour générer une queue poly(A) d’environ 250 adénosines (Mangus et 
al., 2003). Rendue à la longueur optimale de la queue poly(A), la poly(A) polymérase 
redeviendrait moins efficace et elle finirait donc par décrocher de la queue poly(A), 
n’ajoutant plus d’adénosine. L’une des hypothèses causant ce changement d’efficacité de 
polyadénylation provient de changements structuraux de la queue poly(A). En effet, il a été 
noté que PABPN1 forme une structure circulaire en présence de 200-300 adénosines, ce qui 
pourrait être un indicateur pour la poly(A) polymérase que la longueur optimale de 
synthèse de la queue poly(A) a été atteinte (Keller et al., 2000). De plus, l’association entre 
PABPN1 et la queue poly(A) est aussi reliée à l’export des ARN vers le cytoplasme 
puisqu’une déplétion de la protéine dans des cellules musculaires résulte en l’accumulation 
d’ARNs polyadénylés dans le noyau (Banerjee et al., 2013). Comme c’est le cas pour 
PABPC1, cette même association joue également un rôle protecteur contre la dégradation. 
Une autre fonction est aussi associée à PABPN1, mais cette fois-ci, avant d’être associée à 
la queue poly(A). En effet, il semble que PABPN1 est impliqué dans le choix du site de 
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clivage (Jenal et al., 2012) en empêchant le CPSF de générer une coupure à un site de 
clivage non optimal influençant donc la longueur du segment 3´ UTR de l’ARNm (Jenal et 
al., Cell, 2012). En modulant le 3´ UTR de l’ARN, c’est sa stabilité, sa localisation et son 
efficacité de traduction qui peuvent être modifiées, car une portion de la régulation post-
transcriptionnelle se fait aussi dans les régions non transcrites puisqu’elles contiennent des 
sites de liaisons pour des miARNs et/ou d’autres protéines liant l’ARN (RBP) dictant le 
devenir de l’ARNm. Par exemple, la liaison de l’ARNm par un miARN peut mener à sa 
dégradation via le mécanisme d’ARNi ou bien inhiber sa traduction. Outre ces fonctions 
pouvant être reliées à la régulation des ARNm, PABPN1 semble aussi être impliquée dans 
la régulation d’ARNnc, notamment en régulant négativement le niveau d’expression 
d’ARNlnc dans des cellules HeLa (Beaulieu et al., 2012). 
 
2.2.1. La dystrophie musculaire oculopharyngée 
La dystrophie musculaire oculopharyngée (DMOP) est une maladie génétique reliée à 
l’affaiblissement et à la dégénérescence progressive des muscles volontaires qui a une forte 
prévalence au Québec (1 :1000) (Abu-Baker et Rouleau, 2007). La forme la plus commune 
de cette maladie est la forme autosomique dominante et les symptômes de la DMOP 
apparaissent généralement à partir de la cinquantaine. Ils se caractérisent notamment par un 
affaissement des paupières, mais aussi par des problèmes de déglutition, affectant ainsi la 
qualité de vie des personnes atteintes par cette maladie. La mutation génétique associée à 
cette maladie correspond à une augmentation du nombre de répétitions trinucléotidiques 
retrouvées dans la portion N-terminale de la protéine PABPN1. En effet, chez un individu 
sain, il y a répétition de 10 résidus alanine alors qu’il y en a entre 12 et 17 dans le cas d’un 
individu (Abu-Baker et Rouleau, 2007; Banerjee et al., 2013) atteint ce qui résulte, avec le 
temps, en l’obtention d’agrégats protéiques nucléaires. Toutefois, les conséquences exactes 
de cette agrégation sur la fonction de PABPN1 sont encore inconnues. 
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3. Fonctions et caractéristiques de Nab2p, orthologue de PABPN1 
 
Initialement, lorsqu’il était question de PABP, seules les protéines possédant un motif 
de liaison à l’ARN de type RRM étaient reconnues comme faisant parties de cette 
catégorie. Des PABPs nucléaires et cytoplasmiques ont été identifiées dans nombre 
d’organismes eucaryotes, sauf en ce qui concerne la levure à bourgeon S. cerevisiae. En ne 
se basant que sur ce critère de sélection, il ne semblait pas y avoir de PABP nucléaire, ce 
qui n’est pas le cas. En effet, S. cerevisiae en possède une de 58 kDa, Nab2p, qui a été 
identifiée grâce à l’isolation de protéines associées aux ARNs polyadénylés fixés par 
crosslinking aux rayons ultra-violets (Anderson et al., 1993). À la différence de PAPBN1, 
cette protéine codée par un gène essentiel lie l’ARN par des domaines doigt de zinc situé 
dans la portion C-terminale (Kelly et al., 2007). Plus précisément, il s’agit de doigts de zinc 
de types CCCH ayant le motif suivant : C-X4-15-C-X4-5-C-X3-H. Toutefois, seuls les trois 
doigts de zinc ZnF 5-6-7 sont impliqués dans la liaison à l’ARN (Kelly et al., 2010). La 
résolution de la structure formée par les ZnF 5-6-7 en présence d’une séquence d’ARN 
poly(A) indique qu’ensemble, les trois doigts de zinc ne forment qu’un seul domaine 
capable de lier une séquence minimale de 8 adénosines (Brockmann et al., 2012). Cette 
étude a aussi permis d’identifier les résidus généralement conservés et importants pour la 
liaison à l’ARN (voir Figure 2).  
 
Figure 2 : Motif doigt de zinc et résidus conservés. 
Alignement des trois doigts de zinc de Nab2p de S. cerevisiae impliqués dans la liaison à 
l’ARN ainsi que l’identification des résidus conservés importants. Les numéros présents 
en-dessous des séquences indiquent la position des acides aminés par rapport à la première 
cystéine du motif doigt de zinc CCCH. 
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Outre la présence de ces doigts de zinc en position C-terminale, Nab2p possède un 
domaine PWI-like en position N-terminale suivi d’une région glutamine riche présentant un 
motif répétitif QQQP et d’une région arginine-riche de type RGG. En ce qui a trait à sa 
localisation cellulaire, Nab2p est majoritairement située dans le noyau, mais peut aussi se 
retrouver dans le cytoplasme, tout comme PABPN1. De plus, deux fonctions ont été 
associées à cette protéine en lien avec la régulation post-transcriptionnelle, soit le contrôle 
de la longueur des queues poly(A) des ARN ainsi que leur export vers le cytoplasme. 
 
 
3.1. Contrôle de la longueur des queues poly(A) 
La première observation reliant Nab2p au contrôle de la longueur des queues poly(A) 
provient du fait qu’une déplétion de la protéine résulte en l’accumulation d’ARN 
hyperadénylés (Hector et al., 2002). Ce phénomène d’hyperadénylation est aussi observé 
lorsque seule l’intégrité des doigts de zinc responsable de la liaison à la queue poly(A) est 
altérée (Kelly et al., 2010). De plus, des interactions génétiques sont observées entre Nab2p 
et des composantes de la machinerie de clivage, reliant donc une protéine liant les queues 
poly(A) à des protéines impliquées dans le processus de terminaison suite à la transcription 
du gène. Cependant, l’implication exacte de Nab2p dans ce mode de régulation n’est pas 
claire. Deux options de mécanismes sont possibles. La première est que la présence de 
Nab2p sur la queue poly(A) lui confère une certaine structure. Lorsque la longueur 
optimale est atteinte, soit 60-80 adénosines, la conformation crée par les nombreuses 
liaisons de Nab2p avec l’ARN favorise un décrochage de l’enzyme poly(A) polymérase, 
mettant ainsi un terme au processus d’élongation. Le deuxième mécanisme possible repose 
plutôt, quant à lui, sur un processus nécessitant l’utilisation de la machinerie de dégradation 
nucléaire qui viendrait raccourcir la queue poly(A) jusqu’à l’obtention de sa taille optimale. 
Il y aurait donc élongation suivie d’un raccourcissement (Soucek et al., 2012).   
 
 
3.2. Export des ARN 
Alors que le rôle de PABPN1 dans l’export des ARNs est moins clair, celui de Nab2p 
est mieux compris, et ce, grâce à la compréhension des fonctions attribuées à ses différents 
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domaines. La portion C-terminal de Nab2p contenant les doigts de zinc permet la liaison à 
l’ARN et la portion N-terminal, quant à elle, est plutôt impliquée dans l’export des ARN 
puisque sa délétion entraine des défauts d’exportation résultant en l’accumulation d’ARNs 
polyadénylés dans le noyau (Marfatia et al., 2003). Plus précisément, le domaine PWI-like 
permet la liaison, sur une face, avec la protéine Mlp1. Mlp1 fait partie du pore nucléaire, un 
complexe protéique servant à faire circuler les protéines et les ARNs du noyau au 
cytoplasme, et vice-versa. En liant à la fois l’ARNm et Mlp1, Nab2p sert d’intermédiaire 
permettant de maintenir dans un environnement rapproché les ARNs nouvellement formés 
avec leur site d’exportation afin d’optimiser leur envoi vers le cytoplasme. L’export des 
ARNs se fait donc conjointement avec la participation des protéines Nab2p, Mlp1 ainsi que 
deux autres facteurs d’exportation : Yra1 et Mex67. Une fois la face cytoplasmique du pore 
nucléaire atteinte, le domaine PWI-like permet aussi la liaison avec la protéine Gfd1 pour 
ensuite permettre la dissociation du complexe et libérer l’ARN pour qu’il soit traduit 
lorsqu’il s’agit d’une ARNm. Par la suite, le retour de Nab2p vers le noyau se fait et il est 
facilité à l’aide d’interactions entre le domaine RGG et la protéine Kap104, une protéine 
impliquée dans l’import nucléaire. 
 
3.3. Orthologues de Nab2p 
D'autres PABPs, orthologues de Nab2p, ont aussi été identifiées chez d’autres 
organismes, notamment chez l’humain, la souris et la drosophile (Leung et al., 2009; Pak et 
al., 2011). Ils sont tous localisés majoritairement au noyau et ils possèdent tous des doigts 
de zinc de type CCCH en C-terminal. Toutefois, seuls les orthologues présents chez la 
drosophile et chez l’humain ont été étudiés.  
 
3.3.1. dNab2 chez la drosophile 
La drosophile, à la différence de la levure à bourgeon, est un organisme 
multicellulaire ce qui en fait un modèle d’étude complexe et intéressant puisque l’étude de 
la fonction d’une protéine peut non seulement se faire au niveau cellulaire, mais aussi au 
niveau de l’ensemble de l’organisme. L’orthologue identifié chez la drosophile possède des 
caractéristiques semblables à celles de Nab2p. Comme Nab2p, dNab2 possède un domaine 
PWI-like en portion N-terminale. Par contre, sa région C-terminale se compose non pas de 
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sept doigts de zinc, mais plutôt de cinq. De plus, dNab2 semble lui aussi jouer au rôle au 
niveau du contrôle de la longueur des queues poly(A) puisque sa délétion entraîne aussi un 
phénomène d’hyperadénylation (Pak et al., 2011). En ce qui a trait à l’export des ARNs, 
aucun changement de localisation des ARNs polyadénylés n’est observé dû à la délétion de 
la protéine chez la drosophile. À la différence de Nab2p, dNab2 est non essentiel, mais tout 
de même nécessaire pour un développement normal. En effet, la délétion de la protéine 
résulte en un faible taux d’éclosions de drosophiles et celles-ci ont une espérance de vie 
diminuée. Des différences sont aussi notables au niveau de leur morphologie et de leurs 
fonctions neuronales. De plus, une délétion spécifique de dNab2 dans les neurones altère 
les aptitudes de vol et les capacités locomotrices de la drosophile, ce qui n’est pas le cas 
lorsque la délétion se fait dans des tissus musculaires (Pak et al., 2011).  
 
3.3.2. ZC3H14 chez l’humain 
Chez l’humain, l’orthologue de Nab2p est ZC3H14, une protéine exprimée 
ubiquitairement. Toute comme dNab2 et Nab2p, le domaine PWI-like est retrouvé en 
portion N-terminale et les doigts de zinc, cinq au total, sont aussi retrouvés en portion C-
terminale (Pak et al., 2011). À la différence des deux autres protéines, le gène codant pour 
ZC3H14 permet l’expression de quatre isoformes de la protéine. Trois d’entre eux ont un 
profil d’expression nucléaire avec une taille variant entre 64 et 82 kDa et le quatrième, qui 
est plus petit (34 kDa), est exprimé dans le cytoplasme seulement (Leung et al., 2009). Peu 
d’information est connue au sujet de cette protéine hormis le fait qu’elle appartient à la 
famille des PABPs liant l’ARN avec des doigts de zinc de type CCCH. De plus, une étude 
menée récemment dans des familles iraniennes ayant un fort taux de consanguinité a permis 
l’identification d’une mutation retrouvée dans l’exon 6 de la protéine et qui a été associée 
avec une maladie génétique : la déficience intellectuelle autosomique récessive (Pak et al., 
2011). Il s’agit de la mutation R154X située dans le sixième exon qui génère un codon-
stop. L’exon 6 n’étant contenu que dans les isoformes nucléaires, seuls ceux-ci en sont 
affectés. La mutation non-sens générée résulte donc en la perte d’expression de ces 
protéines. 
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Tableau 1 : Récapitulatif des caractéristiques et fonctions associées à Nab2p et à ses 
orthologues 
 
 
 
4. Les PABPs nucléaires chez Schizosaccharomyces pombe 
 
La levure à fission Schizosaccharomyces pombe est un organisme unicellulaire 
eucaryote. Ce modèle de recherche a notamment été utilisé afin d’étudier les mécanismes 
de contrôle du cycle cellulaire. Il y a quelques années, l’étude de substrats de méthylation 
par une protéine arginine méthyltransférase (Rmt1) a permis d’identifier, chez S. pombe, 
une protéine orthologue à PABPN1 nommée Pab2 similaire à 66 % (Perreault et al., 2007). 
Seule la partie N-terminale ne semble pas être conservée puisque cette PABP nucléaire 
possède aussi un domaine CCD suivi d’un domaine de liaison à l’ARN de type RRM ainsi 
qu’un motif PY-NLS. La délétion de ce gène non essentiel entraîne quelques phénotypes 
tels qu’un défaut de croissance relié à de basses températures seulement, mais aussi une 
hyperadénylation des ARN totaux. Toutefois, ce phénomène ne concerne qu’une certaine 
quantité de transcrits puisqu’ils ne sont pas tous affectés, ce qui indique que Pab2 semble 
avoir des fonctions précises au sein de la cellule. L’étude de Pab2 chez S. pombe a donc 
permis d’identifier quelques fonctions spécifiques dans la régulation génique. 
 
4.1. Fonctions de Pab2 
Pab2 est une protéine impliquée dans la régulation de différents types d’ARN tout en 
agissant conjointement avec la machinerie de dégradation nucléaire. En effet, il a été 
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montré que Pab2 participe au processus menant à la synthèse de petits ARNs nucléolaires 
(snoRNA) (Lemay et al., 2010). Les snoRNAs sont des ARNs impliqués entre autres dans 
les étapes de maturation des ARNr. Leurs précurseurs possèdent une queue poly(A) qui est 
éliminée par l’exosome pour finalement produire un snoRNA mature ne possédant pas de 
queue poly(A). En ce qui a trait à Pab2, sa délétion entraîne une augmentation de la 
quantité de précurseurs, ce qui résulte en une diminution de la quantité de snoRNAs 
matures. Dans ce processus, Pab2 sert donc d’agent recruteur de la machinerie de 
dégradation pour la maturation des snoRNAs. Un rôle de régulateur négatif a aussi été 
attribué à Pab2 dans deux processus, dont la régulation négative de l’expression de gènes 
méiotiques au cours de la mitose (St-Andre et al., 2010). En effet, certains gènes 
méiotiques sont transcrits durant la mitose. Afin d’assurer un bon fonctionnement de la 
cellule, Pab2 agit conjointement avec Mmi1 afin de cibler ces transcrits pour la 
dégradation. Le second rôle de régulateur négatif associé à Pab2 concerne l’identification 
d’un mécanisme de dégradation intron-dépendant ciblant des pré-ARNm épissés moins 
efficacement (Lemieux et al., 2011). 
 
4.2. Autres PABPs 
Les PABPs sont des protéines liant la queue poly(A) via un ou des domaines de type 
RRM ou des doigts de zinc. Pab2 est la première PABP nucléaire a avoir été identifiée chez 
S. pombe et est l’orthologue de la protéine humaine PABPN1 (Perreault et al., 2007). Par 
contre, elle n’est pas la seule, puisqu’un orthologue de Nab2p de S. cerevisiae a été 
identifié. Cette protéine, en référence à son orthologue, a aussi été nommée Nab2. 
 
 
5. Objectifs de l’étude 
 
Les PABPs sont des protéines impliquées dans différents échelons de la régulation 
génique. Elles sont soit cytoplasmiques ou nucléaires et elles lient l’ARN via deux types de 
motifs : un domaine RRM ou des doigts de zinc. Différents rôles leur ont été attribués à 
force d’études. En ce qui concerne les PABPs nucléaires, deux maladies leur sont 
attribuées. La DMOP est reliée à une expansion du nombre de répétitions d’alanines dans la 
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région N-terminale de la protéine PABPN1 alors que la présence d’une mutation non-sens 
dans le gène codant pour la protéine ZC3H14 est associée à un type de déficience 
intellectuelle. Cette seconde protéine a toutefois été très peu étudiée chez l’humain. 
Différentes fonctions ont été attribuées à ses orthologues dont un rôle au niveau neuronal 
chez la drosophile, faisant ainsi un lien avec la déficience intellectuelle. Comprendre les 
fonctions des orthologues de ZC3H14 peut donc aider à identifier son rôle dans la 
régulation génique, et, par le fait même, aider à comprendre son implication au niveau 
neuronale. L’objectif premier de cette étude est donc de caractériser le nouvel orthologue 
de ZC3H14 identifié chez la levure à fission. Pour ce faire, la caractérisation physique de la 
protéine est effectuée, suivie de l’identification de cibles et de partenaires protéiques 
potentiels. De plus, un second objectif découle aussi de cette caractérisation, soit l’étude de 
la relation fonctionnelle entre Pab2 et Nab2, deux PABPs nucléaires, ce qui est réalisé par 
l’identification d’une cible de régulation commune. 
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1. Résumé de l’article 
 
La maturation des ARNm comporte trois principales étapes : l’ajout de la structure 
coiffe, l’épissage et la polyadénylation de l’ARN pour la formation de la queue poly(A). 
Ces trois étapes ne sont pas seulement des points de contrôle permettant à la cellule de 
s’assurer que ses ARNs nouvellement synthétisés ont été formés correctement, mais elles 
servent aussi de points de régulation gérés par différents facteurs tels que les protéines liant 
l’ARN. L’étude de la protéine nucléaire liant les queues poly(A) Nab2 chez la levure à 
fission révèle non seulement des informations sur l’orthologue de ZC3H14, une PABP 
nucléaire à laquelle est associée une mutation reliée à un type de déficience intellectuelle, 
mais aussi sur sa relation fonctionnelle avec Pab2, l’autre PABP nucléaire retrouvée chez S. 
pombe. La régulation du gène modèle RPL30-2 a été étudiée afin d’étudier cette relation. 
Elle a permis de montrer que Nab2, tout comme Pab2, est un agent de la régulation post-
transcriptionnelle, car il régit l’expression de RPL30-2 au niveau du pré-ARNm. Ces 
travaux illustrent aussi un mécanisme de régulation opportuniste basé sur la liaison de 
Pab2, ou de Nab2, sur la queue poly(A) des ARNs. Dans ce cas-ci, Pab2 agit en tant que 
régulateur négatif du niveau d'expression du gène RPL30-2 via un mécanisme de 
dégradation intron-dépendant alors que Nab2, au contraire, agit comme régulateur positif 
en protégeant le pré-ARNm contre la dégradation, lui donnant le temps d’être épissé 
correctement. Le modèle de régulation identifié dans cette étude revêt donc une certaine 
importance puisqu'il met en lumière un mécanisme de régulation basé sur un contrôle des 
niveaux d’ARN géré par les différentes PABPs retrouvés dans la cellule.  
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2. Abstract 
 
The 3’ end of most eukaryotic transcripts is decorated by poly(A)-binding proteins 
(PABPs), which influence the fate of mRNAs throughout gene expression. However, 
despite the fact that multiple PABPs coexist in the nucleus of most eukaryotes, how 
functional interplay between these nuclear PABPs controls gene expression remains 
unclear. By characterizing the ortholog of the Nab2/ZC3H14 zinc finger PABP in S. 
pombe, we show here that the two major fission yeast nuclear PABPs, Pab2 and Nab2, have 
opposing roles in post-transcriptional gene regulation. Notably, we find that Nab2 functions 
in gene-specific regulation in a manner opposite to Pab2. By studying the ribosomal 
protein-coding gene, rpl30-2, which is negatively regulated by Pab2 via a nuclear pre-
mRNA decay pathway that depends on the nuclear exosome subunit Rrp6, we show that 
Nab2 promotes rpl30-2 expression by acting at the level of the unspliced pre-mRNA. Our 
data support a model in which Nab2 impedes Pab2/Rrp6mediated decay by competing with 
Pab2 for polyadenylated transcripts in the nucleus. The opposing roles of Pab2 and Nab2 
reveal that interplay between nuclear PABPs can influence gene regulation. 
 
 
3. Introduction 
 
Messenger RNA (mRNA) production in eukaryotic cells is a multi-step procedure 
that involves extensive RNA processing events, such as 5’ end capping, removal of introns 
by RNA splicing, 3’ end cleavage, and polyadenylation. Polyadenylation has received 
considerable interest in the past few years, as recent evidence reveals that polyadenylation 
can promote RNA turnover in eukaryotic cells (1-5), contrary to the general view that 
poly(A) tails only contribute positively to gene expression. The extent to which 
polyadenylation contributes to RNA turnover and the mechanisms that specify this 
specialized RNA decay pathway remain poorly understood, however. 
 
The fundamental role of RNA polyadenylation in gene expression is conferred by the 
activity of poly(A)-binding proteins (PABPs) that bind to the 3’ poly(A) tail of eukaryotic 
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mRNAs. Two evolutionarily conserved RNA recognition motif (RRM)-containing PABPs 
bind the poly(A) tract of mRNAs in most eukaryotic cells: PABPC1 in the cytoplasm and 
PABPN1 in the nucleus (6). Biochemical studies on PABPN1 led to a model in which this 
protein promotes efficient polyadenylation during mRNA synthesis (7). Although a role for 
PABPN1 in modulating poly(A) tail length is supported by studies in primary mouse 
myoblasts (8), studies in human cell lines have recently revealed novel functions for 
PABPN1. One study demonstrated that PABPN1 modulates the use of alternative 
polyadenylation sites by occluding access to weak polyadenylation signals for a select 
group of human genes (9, 10). In addition, a recent genome-wide study that addressed the 
global impact of PABPN1 deficiency on human gene expression uncovered a role for 
PABPN1 in the negative regulation of long noncoding (lnc) RNAs (11). Interestingly, a 3’ 
poly(A) tail is a prerequisite for PABPN1 to promote lncRNA turnover (11), consistent 
with a mechanism of polyadenylation-mediated degradation. The identification of a role for 
PABPN1 in polyadenylation-dependent RNA decay echoes findings that originate from 
studies of the fission yeast PABPN1 homolog, Pab2. Accordingly, Pab2 promotes nuclear 
turnover of specific meiotic transcripts during the mitotic cell cycle (3) by physically 
associating with the exosome (2), a barrel-like complex that contains ten core subunits, 
including the 3’" 5’ exonuclease Dis3/Rrp44, and an additional 3’→5’ exonuclease, Rrp6, 
in the nucleus (12, 13). Pab2 also functions in a nuclear pre-mRNA decay pathway that 
controls the expression of specific intron-containing genes (14). In the case of the intron-
containing ribosomal protein gene, rpl30-2, its paralog, Rpl30-1, acts as a negative 
regulator by interfering with rpl30-2 splicing. Splicing inhibition of rpl30-2 by Rpl30-1 
sensitizes the unspliced rpl30-2 pre-mRNA to nuclear decay via Pab2 and the exosome 
subunit, Rrp6 (14). The equilibrium between Pab2/Rrp6-mediated pre-mRNA decay and 
RNA splicing thus provides an important mechanism to maintain balanced levels of 
paralogous ribosomal proteins in yeast. 
 
In contrast to PABPN1 and Pab2, which bind to poly(A) RNA using a single and 
conserved RRM (15, 16), a different class of evolutionarily conserved nuclear PABPs that 
recognize poly(A) RNA via Cys-Cys-Cys-His (CCCH) zinc finger motifs has also been 
described (17, 18). S. cerevisiae Nab2 is the CCCH zinc finger PABP that has been most 
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extensively studied to date. nab2 encodes an essential nuclear protein that harbors seven 
CCCH zinc fingers (ZnF) motifs, of which ZnF 5-7 are necessary and sufficient for high 
affinity binding to poly(A) RNA (19, 20). Functionally, Nab2 has been implicated in two 
distinct steps of budding yeast gene expression: mRNA export and poly(A) tail length 
control (21). Nab2 contributes to the RNA export process by recruiting mRNA export 
factors (22) and by interacting with nuclear pore-associated proteins (23), interactions that 
involve a Pro-Trp-Iso (PWI)-like fold located in the amino-terminal region of Nab2 (24). 
RNA from nab2 mutant cells also display longer poly(A) tails (25). The findings that Nab2 
mutants with substitutions in ZnF5-7 are impaired in poly(A) binding in vitro and result in 
hyperadenylated RNA in vivo suggested that the function of Nab2 in polyadenylation 
control requires poly(A)-bound Nab2 (20). As yet, however, the identity of the 
hyperadenylated transcripts in Nab2-deficient cells remains unknown. Interestingly, 
although Nab2 appears to associate with the bulk of the S. cerevisiae mRNA transcriptome 
(26), cells deficient for Nab2 mainly affect the expression of intron-containing genes (27). 
Specifically, nab2-deficient cells accumulate unspliced pre-mRNAs, but not spliced 
mRNAs (27). Although the exact mechanism by which Nab2 controls unspliced pre-mRNA 
levels remains to be determined, a physical interaction detected between Nab2 and the 
exosome subunit Rrp6 have led to a model in which Nab2 functions in the quality control 
of gene expression by promoting Rrp6-mediated decay in the nucleus (27).  
 
Nab2 orthologs have also been identified in Drosophila, C. elegans, and humans, 
referred to as dNab2, Sut2, and ZC3H14, respectively (28). In Drosophila, dnab2 mutants 
flies exhibit defects in poly(A) tail length control, but do not appear to be affected in 
poly(A) RNA export (29). In C. elegans, Sut2 was identified as a suppressor of Tau 
pathology, but molecular functions have not been reported (30). In humans, nuclear and 
cytoplasmic isoforms are expressed from the ZC3H14 gene (18), but functions of these 
isoforms remain to be determined. Interestingly, loss of the nuclear isoform leads to 
intellectual disability (28, 29), highlighting the importance of defining the function of this 
class of nuclear PABP. How different PABPs coexist in the eukaryotic nucleus and whether 
there is functional interplay between nuclear PABPs, such as between Nab2/ZC3H14 and 
Pab2/PABPN1, remains elusive. In this study, we characterize the fission yeast ortholog of 
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human ZC3H14/Nab2 and provide evidence that Nab2 and Pab2 have opposing roles in 
fission yeast gene regulation. By studying the Pab2-regulated gene, rpl30-2, we show that 
Nab2 functions as a positive regulator of rpl30-2 expression, in contrast to Pab2. We also 
find that Nab2 preferentially binds to the rpl30-2 unspliced pre-mRNA relative to the 
spliced transcript. Consistent with this finding, the ability of Nab2 to promote rpl30-2 
expression requires the rpl30-2 intron. Our data support a model in which Nab2 impedes 
Pab2/Rrp6-mediated degradation of unspliced rpl30-2 pre-mRNA in the nucleus by 
competing with Pab2 for access to the poly(A) tail. 
 
 
4. Material and Methods 
 
4.1. Strains and Media 
All of the S. pombe strains used in this study are listed in Table S1. Cells were grown 
at 30 °C in yeast extract medium with amino acid supplements (YES) or Edinburgh 
minimum medium (EMM) containing appropriate amino acids supplements. prp1-4 and 
prp2-1 mutants were grown at the permissive temperature of 25°C and shifted to the non-
permissive temperature of 37°C for the indicated time. Conditional expression of Nab2 was 
achieved using the nmt1 promoter, which is repressed in the presence of 15 μM thiamine. 
To allow Nab2 expression, cell were washed twice, and then grown without thiamine for 
15h. Gene disruptions were done using either the PCR-mediated gene targeting method 
(31) or the two step approach modified from this first method. All gene deletions were 
confirmed by colony PCR from genomic DNA and RT-PCR.  
 
 
4.2. Structural homology modeling 
Homology models of S. pombe Nab2 (SPAC14C4.06c) were constructed using 
Swiss-Model [version 8.05; (32)] starting with the known S. cerevisiae Nab2 crystal 
structure [PDB entry 2V75; (24)]. The model was energy minimized in CNS 1.2 to remove 
any steric strain introduced during modeling (33). This model was visualized and protein 
backbone torsion angles (phi and psi) were verified in Coot (34).  
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4.3. DNA constructs 
All of the DNA constructs used in this study are listed in Table S2. The GST-Nab2 
expression construct was prepared by inserting the S. pombe nab2 cDNA into pGEX-5X-3  
using BamHI and XhoI restriction sites, creating pFB692. To express the wild-type version 
of Nab2 into the nab2Δ strain, the S. pombe nab2 gene was amplified using genomic DNA 
with additional sequences corresponding to the promoter and the terminator of the nab2 
gene. This PCR product was cloned into pBPade6 (35) using PstI and NotI restriction sites 
to create the plasmid, pFB815. Site-directed mutagenesis was performed using pFB815 to 
substitute the first cysteine of each CCCH zinc finger motifs for an alanine, generating 
plasmid pFB834. pAde6-derived constructs were linearized with BamHI and transformed 
in the nab2Δ strain for single integration at the ade6 chromosomal locus. The expression of 
the various S. pombe nab2 alleles was confirmed by RT-PCR. To express GFP-Nab2 under 
the control of nmt1 promoter, the S. pombe nab2 cDNA was cloned into pREP42 EGFP-N 
(36) using NdeI and BamHI sites to generate pFB720. All of the aforementioned plasmid 
constructs were confirmed by DNA sequencing. 
 
 
4.4. Microscopy 
Nab2-GFP was visualized by direct live microscopy as previously described (37). 
Briefly, cells were grown in EMM media, immobilised on concanavaline A pre-coated 
slides, and washed extensively with EMM media to discard unfixed cells. Nuclear DNA 
was stained using Hoechst 33342. GFP signals were visualized using a 62HE triple filters 
(Carl Zeiss Canada) on an Oberver.Z1 (Carl Zeiss Canada) equipped with a Cascade II 
camera (Carl Zeiss Canada). Cellular auto-fluorescence background signals were removed 
using the axio vision rel. 4.7 software (Carl Zeiss Canada). 
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4.5. Recombinant Protein Expression, RNA Electrophoretic Mobility Shift Assays, and 
in vitro degradation assays. 
GST, GST-Pab2, GST-Nab2, and GST-Nab2 with ZnF substitutions were expressed 
and purified as described previously (38) with the exception that 10μM ZnCl2 was 
systematically added throughout the purification to allow proper Nab2 folding. All proteins 
were stored at 4°C and binding assays were performed within 48h. Expression and 
purification of recombinant S. pombe Rrp6-Flag was described previously (2). RNA gel-
shift assays were performed by incubating control GST alone or GST fusion proteins in 
binding buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM NaCl, 2 μM ZnCl2, 2% glycerol) in the 
presence of a Cy3-labeled 25-nt-long poly(A) RNA oligonucleotide (IDT) for 30 min at 
room temperature. Binding reactions were loaded onto a native 5% polyacrylamide gel 
(PAGE) in 0.3X TBE. Free Cy3-poly(A) RNA and bound complexes were visualized using 
a Typhoon Trio instrument (GE Healthcare). For protein displacement experiments, GST-
Pab2 and GST-Nab2 binding reactions were incubated for 15 min at room temperature, and 
then supplemented with GST-Nab2 or GST-Pab2, respectively, for an additional 15 min 
before PAGE analysis. In vitro RNA degradation assays were performed with a constant 
amount of Cy3-poly(A) RNA (20 nM) but with increasing amounts of Rrp6 enzyme in a 
solution containing 10 mM Tris-Cl, at pH 8.0, 50 mM KCl, 7.1 mM MgCl, and 75 μM 
MnCl. Degradation assays were allowed to proceed for 1 h at 25°C, after which they were 
quenched by addition of RNA loading buffer and separated by denaturing gel 
electrophoresis in 20% urea–acrylamide gels and visualized using a Typhoon Trio imager. 
To test the effect of Nab2 on Rrp6-mediated degradation, wild-type and C184A versions of 
GST-Nab2 were pre-incubated for 15 min with poly(A) RNA before the addition of 
increasing amounts of Rrp6. 
 
 
4.6. Affinity Purification coupled to Mass Spectrometry Analysis 
Nab2-ProA was affinity purified using a previously described method (39). Briefly, 
cells were harvested at mid-log phase and frozen in liquid nitrogen. Cell pellets were 
washed once with water and once in re-suspension buffer (1.2% polyvinylpyrrolidone, 20 
mM Hepes pH 7.4, 1 mM DTT, and protein inhibitors) before lysis by cryogenic grinding. 
33 
 
Extraction buffer (100mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% Triton, 1 mM DTT, 1,5 mM 
MgCl2, 20 ng pepstatin, 900 ng PMSF, 0.1 % ethanol) was then added to the grinded cells 
and homogenized using a polytron. Cell lysates were centrifuged for 10 min at 3500 rpm 
(4°C) and incubated with pre-washed antibody-conjugated magnetic beads for 30 min 
(4°C). The beads were washed three times with extraction buffer and five times with wash 
buffer (0.1 M NH4OAc, 0.1 mM MgCl2). Proteins were eluted twice in elution buffer (0.5 
M NH4OAc, 0.5 mM EDTA) for 20 min at room temperature and vacuum-dried. Proteins 
samples were resuspended in loading buffer before being reduced in 10 mM DTT and 
alkylated in 50 mM iodoacetamide prior to SDS-PAGE (4–12% Bis-Tris Novex mini-gel, 
Invitrogen) separation. Following visualization by colloidal coomassie staining, entire gel 
lanes were excised and cut into eight equal-size pieces that were subjected to in-gel 
digestion using trypsin. Tryptic peptides were separated using an Ultimate U3000 (Dionex 
Corporation) nanoflow liquid chromatography (LC) system coupled to a LTQ OrbiTrap 
Velos mass spectrometer. The resulting MS/MS spectra were search against the PomBase 
protein dataset using MASCOT for peptide identifications.  
 
 
4.7. RNA Analyses 
Total RNA was extracted using the hot-acid phenol method. For northern blots 
analyses, total RNA was resolved on agarose-formaldehyde or polyacrylamide-urea gels, 
transferred onto nylon membranes, and probed using 
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P-labeled gene-specific probes. Bulk 
poly(A) tail length analysis was done as described (38). RNase H cleavage assays (2) and 
real-time RT-PCR (3) analyses were performed as previously described. To measure rpl30-
2 mRNA stability, transcription was blocked with 300 μg/ml 1,10-phenanthroline as 
described (40), followed by RNA extraction from cells harvested at the indicated time 
points.  
 
 
4.8. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays 
ChIP assays were carried out as previously described (41). 
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5. Results 
 
The S. cerevisiae and human poly(A)-binding proteins (PABPs), Nab2 and ZC3H14, 
respectively, are part of a novel class of conserved PABPs that recognize poly(A) RNA via 
tandem CCCH zinc finger motifs (17). To search for Nab2/ZC3H14 orthologs in the fission 
yeast S. pombe, we performed BLAST analyses to identify an ortholog containing CCCH 
zinc fingers with similar spacing (CX5CX4-6CX3H) to those found in S. cerevisiae Nab2 
and human ZC3H14 (17). Our sequence analyses identified a S. pombe protein, 
 
Figure 1 : SPAC14C4.06c is a conserved CCCH zinc finger protein. 
(A) Domain alignment of S. pombe SPAC14C4.06c, S. cerevisiae Nab2, C. elegans Sut2, 
D. melanogaster dNab2, and H. sapien ZC3H14. The N-terminal domain contains a PWI-
like motif (blue) and the C terminal domain consists of a series of tandem zinc fingers 
(yellow). Zinc fingers most similar to S. pombe ZnF1-3 are shown in solid yellow boxes 
and are used in the alignment shown in (C). The hashed yellow boxes indicate additional 
zinc fingers present in other species. (B) Homology model of the N-terminal domain 
(amino acids 1-79) of S. pombe SPAC14C4.06c (green) overlaid with the N-terminal 
domain (amino acids 1-93) of S. cerevisiae Nab2 (blue). Homology modeling was carried 
out as described in Materials and Methods. Molecular images were generated using PyMol. 
(C) Alignment of the three C-terminal zinc finger motifs of S. pombe SPAC14C4.06c with 
zinc fingers of Nab2 orthologs: S. cerevisiae ZnF5-7; C. elegans, Drosophila, and human 
ZnF1-3. These zinc fingers share both spacing and conservation of key residues required 
for optimal RNA binding (indicated by the underline). 
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SPAC14C4.06c, with tandem CCCH zinc finger motifs that share a similar domain 
structure with Nab2 proteins from S. cerevisiae, C. elegans, Drosophila, and humans (Fig. 
1A). Comparison of the overall sequence similarity of SPAC14C4.06c with Nab2 orthologs 
revealed a high level of similarity between the N-terminal and C-terminal domains, with 
less sequence conservation in the central region (Fig. S1). Importantly, in silico structure 
simulations of the N-terminal region of S. pombe SPAC14C4.06c (Fig. 1B) nicely matched 
to the resolved structure of the PWI-like domain of S. cerevisiae Nab2 (24). As illustrated 
in Figures 1A and 1C, S. pombe SPAC14C4.06c contains three zinc finger domains, 
whereas S. cerevisiae Nab2 and human ZC3H14 contain seven and five zinc fingers, 
respectively. Only three zinc fingers (ZnF5-7) within S. cerevisiae Nab2 are required for 
high affinity binding to poly(A) RNA (20) and also to fold into a stable poly(A) RNA 
binding module (19). Thus, S. pombe SPAC14C4.06c, which contains only three CCCH 
zinc fingers may represent a minimal version of this protein family. Indeed, comparison of 
the amino acid sequences within the CCCH zinc fingers of S. pombe SPAC14C4.06c to 
sequences in the zinc finger motifs documented to mediate RNA binding in S. cerevisiae 
Nab2 shows conservation of key intervening residues required to mediate RNA binding in 
addition to the structural Cys and His residues (Fig. 1C). On the basis of the 
aforementioned sequence and structural similarities, we named S. pombe SPAC14C4.06c, 
Nab2. 
 
 
5.1. Fission yeast Nab2 is a nonessential nuclear poly(A)-binding protein. 
We constructed a diploid S. pombe strain in which one of the two alleles of nab2 was 
disrupted to address whether nab2 is essential for viability. Germination of the spores after 
meiosis resulted in a 2:2 segregation ratio of geneticin resistance, indicating that nab2-null 
cells are viable in S. pombe. Examination of cell growth revealed that nab2-null cells grow 
comparably to wild-type cells at different temperatures (Fig. 2A). We next monitored Nab2 
localization in live cells using a GFP fusion. GFP-Nab2 localized to cell nuclei and was 
excluded from the cytoplasm at steady state (Fig. 2B, panels d-f). Thus, in contrast to S. 
cerevisiae and Drosophila, nuclear Nab2 is not essential for mitotic growth in S. pombe.  
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S. cerevisiae Nab2 specifically binds synthetic adenylate chains in vitro (17). To test 
whether S. pombe Nab2 shares the same function, we expressed the full-length S. pombe 
Nab2 protein in E. coli as a GST fusion and examined the binding to poly(A) RNA in gel 
shift assays using a Cy3-poly(A)25 RNA (Cy3-r(A)25) oligonucleotide. GST-Nab2 robustly 
bound the poly(A) RNA oligonucleotide (lanes 6-9), whereas GST alone did not (Fig. 2C, 
lanes 2-5). As a positive control, the other fission yeast nuclear poly(A)-binding protein, 
Pab2 (38), also bound to the Cy3-r(A)25 (Fig. 2C, lanes 10-13). Binding of Nab2 was  
 
Figure 2 : S. pombe Nab2 is a non-essential nuclear poly(A)-binding protein 
(A) Tenfold serial dilution of wild-type (WT) and nab2Δ. (B) Visual analysis of control (a-
c) and GFP-Nab2 (d-f) living cells. (C) Equal amounts of GST (lanes 2-5), GST-Nab2 
(lanes 6-9), and GST-Pab2 (lanes 10-13) were incubated with a Cy3-poly(A) RNA (r(A)25) 
and RNA-protein complexes were analyzed on nondenaturing polyacrylamide gels. The 
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arrows point to the position of free r(A)25 as well as Pab2:r(A)25 and Nab2:r(A)25 
complexes. (D) Equal amounts of GST-Nab2 were incubated with Cy3-r(A)25 in the 
presence of increasing concentrations of poly(A) (lanes 4-6), poly(C) (lanes 7-9), 
polydeoxy(A) (lanes 10-12) or without any competing nucleic acid (lane 3). (E) An equal 
amount of Cy3-r(A)25 was incubated with GST (lane 2), wild-type GST-Nab2 (lane 3), and 
increasing concentrations of GST-Nab2 C184A (lanes 4-6), GST-Nab2 C217A (lanes 7-9), 
and GST-Nab2 C254A (lanes 10-12) and analyzed as described in (C). 
 
specific for poly(A) RNA, as neither poly(C) RNA nor single-stranded poly-deoxy(A) 
could compete for binding between GST-Nab2 and Cy3-r(A)25 (Fig. 2D, lanes 7-12, 
respectively); in contrast, unlabeled poly(A) RNA efficiently competed for binding (lanes 
4-6). We next addressed the importance of the zinc finger motifs of S. pombe Nab2 in 
binding to poly(A) RNA by generating variants of Nab2 in which the first cysteine of each 
CCCH zinc finger (C184, C217, and C254) was substituted to an alanine residue. 
Purification of GST-Nab2 C184A, GST-Nab2 C217A, and GST-Nab2 C254A yielded 
levels of recombinant protein similar to wild-type GST-Nab2 (Fig. S2). Notably, no 
detectable Nab2-r(A)25 complex was observed for Nab2 C184 and Nab2 C217A variants 
(Fig. 2E, lanes 4-6 and 7-9, respectively), whereas wild-type GST-Nab2 bound strongly to 
poly(A) RNA (lane 3). Nab2 C254A showed smearing of the labeled poly(A) RNA probe 
in the gel shift assay (Fig. 2E, lanes 10-12), which likely reflects transient and/or unstable 
binding. These results indicate that S. pombe Nab2 can specifically bind to poly(A) RNA 
and that the zinc finger motifs within Nab2 are important to mediate stable binding to 
poly(A) RNA. 
 
 
5.2. Nab2 is not required for general control of mRNA polyadenylation and does not 
associate with the mRNA 3’ end processing machinery. 
In S. cerevisiae, cellular depletion of functional Nab2 causes RNA hyperadenylation 
(25). We therefore examined whether Nab2 is similarly involved in the regulation of 
poly(A) tail synthesis in fission yeast. Poly(A) tail distribution was analyzed by 3’-end 
labeling of total RNA prepared from wild-type and nab2Δ strains, followed by RNase 
digestion, leaving the poly(A) chains intact. Comparison between RNA prepared from 
wild-type and nab2Δ strains did not reveal a significant impact on bulk poly(A) tail 
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distribution between the two samples (Fig. 3A). We also examined the polyadenylation 
status of specific mRNAs by treatment with RNase H. RNase H treatment in the presence 
of a DNA oligonucleotide complementary to a region located in the 3’ UTR of an mRNA 
will release heterogeneous 3’ fragments, as a consequence of different poly(A) tail lengths. 
The addition of oligo d(T) to the RNase H reaction causes this heterogeneous population of 
3’ fragments to collapse into discrete products, indicating the position of cleavage sites. As 
can be seen for the adh1 and pyk1 mRNAs, poly(A) tail lengths and cleavage site decisions 
were similar between wild-type and nab2Δ cells (Figs. 3B-3C, compare lanes 3-4 to 1-2). 
From these results, we conclude that mRNA polyadenylation occurs normally in S. pombe 
cells deleted for nab2.  
 
Figure 3 : S. pombe Nab2 is not required for mRNA poly(A) tail length control. 
(A) Poly(A) tail length was analyzed by 3’ end labeling of total RNA extracted from the 
indicated strains. Following RNase degradation of non-poly(A) sequences, the poly(A) tails 
were separated by electrophoresis through a 15% polyacrylamide-8 M urea gel. The 
39 
 
positions of 3’-end labeled DNA fragments are indicated on the left. (B-C) Total RNA 
prepared from wild-type (lanes 1-2) and nab2Δ (lanes 3-4) cells was treated with RNase H 
in the presence of DNA oligonucleotides complementary to adh1 (B) and pyk1 (C) 
mRNAs. RNase H reactions were performed in the presence (+) or absence (-) of oligo 
d(T). The 5S rRNA was used as a loading control. (D) Commassie blue staining analysis of 
proteins copurified with Nab2-ProA (lane 1) and a control ProA fusion (lane 3). Molecular 
weight markers (M; lane 2) are shown on the right in kilodaltons (kDa). 
 
Given the absence of change in the polyadenylation status of the nab2Δ mutant, we 
decided to identify Nab2-associated proteins to obtain further insights into the functional 
role of S. pombe Nab2. We used a strain in which a Nab2-Protein A fusion (Nab2-ProA) 
was expressed from its endogenous chromosomal locus using the nab2 promoter. To 
control for specific interactions, we compared results obtained for Nab2-ProA to a control 
cytosolic RNA-binding protein, Snd1-ProA. Following affinity purification optimized to 
preserve the integrity of cellular ribonucleoprotein complexes (39), the eluted proteins were 
separated by SDS-PAGE (Fig. 3D), and analyzed by LC-MS/MS. The purification of 
Nab2-ProA resulted in the identification of 768 proteins (Table S3). Interestingly, the 
majority of the known pre-mRNA 3’ end processing factors were absent from the Nab2 
purification, consistent with the observation that mRNAs produced in nab2Δ cells are 
cleaved and polyadenylated properly. We next used computer algorithms (42) to 
distinguish functional protein classes within the top 10% (77 proteins) of the proteins that 
were identified in the Nab2 purification, but that were absent or barely detectable in the 
Snd1-ProA control purification. The analysis identified a significant number of proteins 
involved in RNA splicing in the set of proteins copurified with Nab2 (Table 1). Proteins 
associated with the U4/U6 x U5 tri-snRNP complex (p =1.6e-12), the U1 snRNP (p =5.5e-
8), the U2 snRNP (p =1.5e-6), and the spliceosomal complex (p =2.4e-28) were recovered 
in the Nab2 purification. Overall, of the 77 proteins that ranked in the top 10% of the Nab2 
purification, 31 (40%) have been previously shown or predicted to be involved in RNA 
splicing (Table 1). Interestingly, proteins involved in snoRNA binding/processing and 
RNA decay were also enriched in the Nab2 purification (Table 1). In conclusion, our 
affinity purification approach suggests that Nab2 is associated, directly or via RNA, with 
factors involved in processing events that include RNA splicing, snoRNA metabolism, and 
RNA decay. 
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Table 1 : Proteins enriched in the Nab2-ProA purification. 
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5.3. Opposing roles for Nab2 and Pab2 in gene regulation. 
The identification of proteins involved in RNA splicing, snoRNA processing, and 
RNA degradation in the Nab2 affinity purification revealed a striking parallel with 
functions attributed to the other fission yeast nuclear PABP, Pab2. Pab2 was shown to 
function in the maturation of polyadenylated snoRNA precursors into mature snoRNAs (2, 
41) as well as into the degradation of a specific set of unspliced pre-mRNAs in the nucleus 
(14). To begin to characterize the functional relationship between Pab2 and Nab2, double 
mutant cells were generated. Growth of the nab2Δ pab2Δ double mutant strain was 
impaired at all temperatures tested as compared to either single mutant (Fig. 4A). The 
genetic interaction between nab2 and pab2 was also supported by RNA analyses: deletion 
of nab2 from the pab2Δ strain exacerbated the previously described (38) hyperadenylation 
phenotype of the single pab2Δ mutant (Fig. 4B, compare lanes 3-4). However, the 
increased level of hyperadenylated RNAs in the nab2Δ pab2Δ double mutant strain relative 
to the single pab2Δ mutant did not appear to affect mRNAs in general, as demonstrated by 
RNase H cleavage assays for the adh1 and pyk1 transcripts, which showed similar poly(A) 
tail lengths between wild-type, nab2Δ, pab2Δ, and nab2Δ pab2Δ strains (Fig. 4C-4D). This 
observation is consistent with results indicating that Pab2 is not a general factor required 
for mRNA polyadenylation (2) and suggests that the increased level of hyperadenylated 
RNAs in the double mutant may specifically affect transcripts targeted by Pab2-dependent 
regulation.  
 
To test the hypothesis that Nab2 may target Pab2-regulated transcripts, we first 
examined the expression of two independent snoRNA genes. Consistent with our previous 
findings (2, 41), decreased levels of mature snoRNAs are observed in the pab2Δ mutant 
(Fig. 5A, compare lane 3 to lane 1), a consequence of deficient maturation of 
polyadenylated snoRNA precursors into mature snoRNAs. Strikingly, a reproducible 
increase in snoRNA levels was detected in nab2Δ cells (Fig. 5A, compare lane 2 to lane 1). 
This opposite effect in snoRNA expression between nab2Δ and pab2Δ strains prompted us 
to analyze the expression of another Pab2-regulated gene, the ribosomal protein gene rpl30-
2. Pab2 promotes a nuclear pre-mRNA degradation pathway that competes with RNA 
splicing to control the expression of selective genes, such as rpl30-2 (14). In the absence of  
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Figure 4 : Genetic interaction between Nab2 and Pab2. 
(A) Tenfold serial dilutions of wild-type (WT), nab2Δ, pab2Δ, and nab2Δ pab2Δ strains. 
(B) Poly(A) tail length was analyzed by 3’ end labeling of total RNA extracted from the 
indicated strains, as described in Fig. 3A. (C-D) Total RNA prepared from wild-type (lanes 
1-2), nab2Δ (lanes 3-4), pab2Δ (lanes 5-6), and nab2Δ pab2Δ (lanes 7-8) cells was treated 
with RNase H in the presence of DNA oligonucleotides complementary to adh1 (C) and 
pyk1 (D) mRNAs and analyzed as described in Figure 3B. 
 
Pab2, both the mature mRNA and the unspliced pre-mRNA of rpl30-2 are upregulated 
(Fig. 5B, lane 3). In contrast, levels of rpl30-2 mRNA were significantly reduced in the 
nab2Δ mutant (Fig. 5B, lanes 1-2 and Fig. 5C). We also found that the levels of unspliced 
rpl30-2 pre-mRNA were increased in the nab2Δ pab2Δ double mutant relative to the single 
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pab2Δ mutant (Fig. 5B, compare lane 4 to lane 3; Fig. 5C), which may reflect the increase 
in hyperadenylated RNA detected in the double mutant (Fig. 4B). To confirm that the 
decreased levels of rpl30-2 mRNA in the nab2Δ mutant was specifically due to the absence 
of Nab2, we tested whether the expression of nab2 was sufficient to complement this 
phenotype. Expression of wild-type Nab2 in the nab2Δ mutant effectively restored the 
altered expression of rpl30-2 (Fig. 5D, compare lanes 2-3). In contrast, a variant of Nab2 in 
which the first cysteine residue of the three zinc finger domains was substituted to alanine 
did not rescue the decreased levels of rpl30-2 mRNA in the nab2Δ strain (Fig. 5D, lanes 4). 
These data support opposing roles for Nab2 and Pab2 in gene regulation. Furthermore, 
given the critical role of the zinc finger motifs of Nab2 in poly(A) binding (Fig. 1E and 
(19)), our results suggest that S. pombe Nab2 controls rpl30-2 expression via poly(A) 
binding.  
 
Figure 5 : Antagonistic effects of nab2 and pab2 deletions. 
(A) Total RNA prepared from the indicated strains was subjected to northern blot analysis 
using probes complementary to the indicated snoRNAs. The 5S rRNA was used as a 
loading control. Normalized levels of each snoRNA relative to wild-type cells are indicated 
beneath each lane. (B) Northern blot analysis of RNA from the indicated strains. The blot 
was hybridized using probes specific to rpl30-2 and adh1 mRNAs. (C) Quantitative RT-
PCR analysis of spliced and unspliced rpl30-2 RNA levels in the same strains as described 
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in (B) using primer pairs in which one primer spans the exon-exon junction (mRNA) or is 
complementary to intronic sequences (pre-mRNA). The data and error bars represent the 
average and standard deviation from three independent experiments. (**= p-value < 0.01; 
*= p-value < 0.05; Student’s t-test). (D) Northern blot analysis of rpl30-2 using RNA from 
wild-type (lane 1) and nab2Δ (lanes 2-4) cells that were previously transformed with 
vectors expressing wild-type Nab2 (lane 3), a version of Nab2 with combinatorial cysteine 
to alanine substitutions (ZnF1-2-3; lane 4), as well as an empty vector control (lane 2). 
 
 
5.4. Nab2 controls rpl30-2 expression at the level of unspliced pre-mRNA. 
To begin to understand how Nab2 and Pab2 play opposite roles in gene regulation, 
we used rpl30-2 as a model gene to gain mechanistic insights into how Nab2 functions in 
gene regulation. Because nab2Δ cells show a 2-fold decrease in the steady-state levels of 
rpl30-2 mRNA, we first examined the effect of Nab2 deficiency on rpl30-2 mRNA 
stability. The drug 1,10-phenanthroline was used to inhibit transcription of wild-type and 
nab2Δ cells, and RNA decay was followed over time. As a control for transcription 
inhibition, the level of an unstable transcript, pma1 (40), rapidly declined after treatment 
with 1,10-phenanthroline (Fig. 6A and 6B). As shown in Figs. 6A-6B, rpl30-2 showed 
similar mRNA stability between wild-type and nab2Δ cells after transcription inhibition. As 
the bulk of mRNAs are present in the cytoplasm, mRNA stability assays primarily measure 
cytosolic RNA turnover. Accordingly, the similar stability of the rpl30-2 mRNA between 
wild-type and nab2Δ cells, despite a 2-fold reduction in the steady-state level of the rpl30-2 
mRNA in the nab2Δ mutant, suggested a nuclear role for Nab2 that is not readily revealed 
by these stability assays, which primarily examine the turnover of mature, cytosolic 
mRNA. Given the lack of an apparent effect on mRNA stability, we examined whether the 
decreased levels of rpl30-2 mRNA observed in the nab2Δ mutant could result from reduced 
transcription. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were used to determine the 
density of RNA polymerase II (RNAPII) along the rpl30-2 gene in wild-type and nab2Δ 
cells. ChIP experiments showed similar levels of RNAPII along the rpl30-2 gene in both 
strains (Fig. S3), indicating no difference in transcription in these mutants. This result 
suggests that the reduction of rpl30-2 expression in nab2Δ cells is primarily due to 
regulation at the post-transcriptional level.  
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To address whether Nab2 directly regulates the expression of rpl30-2, RNA co-
immunoprecipitation (RIP) experiments were performed to examine whether rpl30-2 
transcripts copurify with Nab2. We therefore purified Nab2-ProA and compared the 
relative association with both spliced and unspliced rpl30-2 transcripts by RT-PCR using a 
primer across the exon-exon junction for the spliced mRNA and an intron-specific primer 
for the unspliced pre-mRNA (Fig. 6C). To ensure that the transcripts were 
posttranscriptional and had undergone polyadenylation, reverse transcription was primed 
with oligo d(T). Data were normalized to the nda2 (tubulin) mRNA to control for 
experimental variation, and values were set to 1.0 for the control purification that was 
prepared using extracts of an untagged strain. As an additional control, we analyzed 
immunoprecipitates prepared using a non-RNA-binding protein (Rmt3-ProA), which 
recovered only low levels of rpl30-2 transcripts relative to the Nab2-ProA fusion (Fig. 6C). 
Importantly, we found that the unspliced rpl30-2 pre-mRNA was ~4-fold more highly 
associated with Nab2 than the spliced mRNA (Fig. 6C) despite the fact that the unspliced 
pre-mRNA corresponds to only 5-10% of the total rpl30-2 polyadenylated transcripts (14). 
These results indicate that a greater proportion of unspliced rpl30-2 pre-mRNA is bound by 
Nab2 relative to the spliced mRNA, suggesting that Nab2 may control rpl30-2 expression 
at the level of the unspliced transcript.  
 
To test whether synthesis of the pre-mRNA was required for Nab2-dependent control 
of rpl30-2 expression, we used an intronless construct (RPL30-2Δi) that expresses the 
rpl30-2 cDNA from native promoter and terminator sequences. As a control, we prepared a 
similar construct, but using the intron-containing version of rpl30-2. These two constructs 
were chromosomally-integrated as a single copy into a rpl30-2Δ strain. We then deleted 
nab2 from rpl30-2Δ strains that expressed intronless and intron-containing versions of 
rpl30-2. As we observed for endogenous rpl30-2, expression of the rpl30-2 intron-
containing construct in the nab2Δ strain resulted in decreased levels of mRNA relative to 
control (Fig. 6D, lanes 1-2; Fig. 6E). In contrast, mRNA levels were not affected in the 
nab2Δ strain when rpl30-2 was expressed from the intronless construct (Fig. 6D, lanes 3-4; 
Fig. 6E). These results indicate that Nab2 controls rpl30-2 expression at the level of the 
unspliced pre-mRNA.  
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Figure 6 : Nab2 promotes rpl30-2 expression at the level of the unspliced pre-mRNA. 
(A) Total RNA prepared from wild-type (lanes 1-5) and nab2Δ (lanes 6-10) cells that were 
previously treated with 1,10-phenanthroline for the indicated times were analyzed by 
northern blot analysis for the rpl30-2 and pma1 mRNAs. (B) The percentage of RNA 
remaining for rpl30-2 (upper panel) and pma1 (lower panel) were determined by 
quantification of northern blot data and set to 100% at time zero. The data and error bars 
represent the average and standard deviation from three independent experiments. (C) 
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Schematics of primers (black arrowheads) used to measure unspliced (upper) and spliced 
(lower) rpl30-2 RNA levels after oligo d(T)-mediated reverse transcription (red arrow). RIP 
assays were performed using ProA tagged versions of Nab2 and Rmt3, as well as using an 
untagged (WT) control strain. Pre-mRNA and mRNA associations (IP:Input ratio) were 
normalized to the nda2 mRNA. Values were then set to 1.0 for the control purification 
using the untagged strain. The data and error bars represent the average and standard 
deviation from at least two biological replicates. (D) Northern blot analysis of RNA from 
wild-type (lanes 1 and 3) and nab2Δ (lanes 2 and 4) strains that express rpl30-2 from 
intron-containing (lanes 1-2) and intronless (RPL30-2Δi; lanes 3-4) constructs. (E) 
Quantitative RT-PCR analysis of rpl30-2 mRNA level in the same strains described in (D). 
(F) Northern analysis of RNA from the indicated strains. The blot was probed for rpl30-2 
and adh1 mRNAs. 
 
We have previously described a cross-regulatory mechanism between the paralogous 
ribosomal protein genes rpl30-1 and rpl30-2, in which Rpl30-1 negatively controls rpl30-2 
expression by interfering with RNA splicing, thereby sensitizing the unspliced rpl30-2 pre-
mRNA to nuclear decay via Pab2 and Rrp6 (14). Accordingly, unspliced rpl30-2 pre-
mRNA levels are reduced by 6-fold and spliced mRNA levels increased by ~8-fold in 
rpl30-1Δ cells, as rpl30-2 splicing is no longer inhibited by Rpl30-1. To test whether Nab2-
dependent regulation of rpl30-2 expression requires splicing interference by Rpl30-1, we 
compared the levels of rpl30-2 mRNA between the single rpl30-1Δ strain and the double 
rpl30-1Δ nab2Δ mutant. As shown in Fig. 6F, the single rpl30-1Δ mutant strain showed 
rpl30-2 mRNA levels similar to cells deficient for both nab2 and rpl30-1 (compare lanes 3-
4), suggesting that Nab2 acts downstream of Rpl30-1-dependent splicing inhibition. 
Altogether, the data presented in Figure 6 are consistent with a model whereby Nab2 
promotes rpl30-2 expression by targeting the unspliced pre-mRNA. 
 
 
5.5. Nab2 impedes Pab2/Rrp6-dependent pre-mRNA decay. 
The aforementioned results identify a function for Nab2 as a positive regulator of 
rpl30-2 expression via a mechanism that targets the unspliced pre-mRNA. Given that pre-
mRNA decay actively competes with splicing during rpl30-2 expression (14), Nab2 could 
promote rpl30-2 expression by interfering with Pab2/Rrp6-mediated pre-mRNA decay or 
by stimulating RNA splicing. We reasoned that if Nab2 impedes nuclear pre-mRNA decay, 
levels of rpl30-2 pre-mRNA should be reduced in nab2Δ cells after splicing inhibition, 
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whereas pre-mRNA levels should not change if Nab2 functions as a splicing activator. To 
distinguish between these possibilities, nab2 was deleted in two independent strains 
containing temperature sensitive mutations in genes (prp1-4 and prp2-1) that encode 
general splicing factors (43). Total RNA was then prepared from wild-type, nab2Δ, prp1-4, 
and nab2Δ prp1-4 double mutant strains that were grown at the permissive temperature 
(25°C) or shifted at the non-permissive temperature of 37°C for 2h. Almost complete 
inhibition of pre-mRNA splicing was observed in the prp1-4 strain after a shift to the non-
permissive temperature, as demonstrated by the accumulation of rpl30-2 and tbp1 
unspliced pre-mRNAs together with the concomitant loss of spliced mRNAs (Fig. 7A, 
compare lane 7 to lane 3). Notably, rpl30-2 pre-mRNA levels were reduced in the nab2Δ 
prp1-4 double mutant relative to the single prp1-4 mutant strain (Fig. 7A, upper panel; 
compare lanes 7-8); yet, this reduction in pre-mRNA levels was not detected for a Nab2-
insensitive control gene (Fig. 7A; tbp1; middle panel). Importantly, the Nab2-dependent 
reduction in rpl30-2 pre-mRNA was also observed after the inhibition of RNA splicing 
using the prp2-1 splicing mutant (Fig. 7B, compare lanes 7-8). As rpl30-2 transcription 
levels are not affected by the absence of Nab2 (Fig. S3), these results suggest that Nab2 
promotes rpl30-2 expression upstream of RNA splicing by interfering with pre-mRNA 
degradation.  
 
The requirement for Nab2 to maintain proper levels of rpl30-2 pre-mRNA after 
splicing inhibition suggested that Nab2 might compete with Pab2 to impede the decay of 
rpl30-2 pre-mRNAs in the nucleus. If this is the case, excess Nab2 should lead to rpl30-2 
up-regulation. To test this idea, we expressed Nab2 from the inducible nmt1+ promoter, 
which is induced in the absence of thiamine. In agreement with a direct role of Nab2 in the 
control of rpl30-2 expression, excess Nab2 resulted in increased levels of rpl30-2 mRNA 
and pre-mRNA relative to cells transformed with a control vector (Fig. 7C, compare lane 3 
to lane 1), a phenotype that is similar to pab2Δ cells (lane 2). Interestingly, we also found 
that Nab2 can displace Pab2 from poly(A)-bound complexes in vitro (Fig. 7D, lanes 5-8), 
whereas GST alone does not (lanes 9-12). In contrast, excess Pab2 did not displace 
previously formed Nab2:poly(A) complexes (Fig. S4). Our data thus suggest that Nab2 and 
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Pab2 promote opposing roles in rpl30-2 expression by competing for the poly(A) tail of the 
unspliced rpl30-2 pre-mRNA.  
 
Figure 7 : Nab2 interferes with Pab2/Rrp6-mediated decay of unspliced rpl30-2 pre-
mRNA. 
(A) Total RNA prepared from wild-type (lanes 1 and 5), nab2Δ (lanes 2 and 6), prp1-4 
(lanes 3 and 7), and nab2Δ prp1-4 (lanes 4 and 8) strains that were grown at permissive 
(lanes 1-4) and non-permissive (lanes 5-8) temperatures was subjected to northern blot 
analysis using probes specific to rpl30-2, tbp1, and adh1 transcripts. (B) Total RNA 
prepared from wild-type (lanes 1 and 5), nab2Δ (lanes 2 and 6), prp2-1 (lanes 3 and 7), and 
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nab2Δ prp2-1 (lanes 4 and 8) strains that were grown at permissive (lanes 1-4) and non-
permissive (lanes 5-8) temperatures was subjected to northern blot analysis. (C) Total RNA 
prepared from wild-type (lanes 1 and 3) and pab2Δ (lane 2) cells that were previously 
transformed with an empty vector control (lanes 1-2) or a vector expressing Nab2 (lane 3) 
was subjected to northern analysis. (D) Equal amounts of GST-Pab2 (lanes 3 and 5-12) 
were incubated with Cy3-(r(A)25) for 15 min before the addition of increasing amounts of 
GST-Nab2 (lanes 5-8) and GST (lanes 9-12) for an additional 15 min incubation. RNA-
protein complexes were analyzed as in Fig. 2C. (E) Quantification of northern blot data for 
spliced and unspliced rpl30-2 RNA using the indicated strains. The data and error bars 
represent the average and standard deviation from at least three independent experiments. 
(F) Increasing amounts of wild-type (lanes 2-5) and D243A (lanes 6-9) versions of Rrp6 
were incubated with Cy3-r(A)25 before analysis on a denaturing polyacrylamide gel. (G) 
Equal amounts of wild-type (lanes 2-5) and C184A (lanes 6-9) versions of GST-Nab2 were 
pre-incubated with Cy3-r(A)25 before the addition of increasing amounts of Rrp6 (lanes 2-
9). 
 
The exosome-associated exonuclease, Rrp6, is the principal degradation factor that 
promotes the turnover of unspliced rpl30-2 pre-mRNA in the nucleus (14). Therefore, if 
Nab2 impedes Rrp6-mediated degradation of rpl30-2 pre-mRNAs, the absence of Nab2 in 
the rrp6Δ strain is not expected to influence rpl30-2 mRNA and pre-mRNA levels relative 
to the single rrp6Δ mutant. To test this prediction, we analyzed rpl30-2 expression levels in 
wild-type, nab2Δ, rrp6Δ, and nab2Δ rrp6Δ double mutant strains. As shown in Fig. 7E, cell 
deleted for both nab2 and rrp6 showed levels of rpl30-2 mRNA and pre-mRNA similar to 
that of the single rrp6Δ mutant, consistent with a model in which Nab2 interferes with 
Rrp6-mediated degradation of rpl30-2 pre-mRNAs in the nucleus.  
 
To more directly test whether Nab2 can interfere with the 3’→5’ exoribonuclease 
activity of Rrp6, we purified S. pombe Rrp6 from E. coli and reconstituted an in vitro 
degradation assay using recombinant Rrp6. Incubation of purified Rrp6 with a poly(A) 
RNA oligonucleotide (r(A)25) labeled with Cy3 at the 5’ end resulted in efficient RNA 
decay (Fig. 7F, compare lanes 2-5 to lane 1). To confirm that this degradation activity was 
dependent on the exonucleolytic activity of Rrp6, we purified a version of Rrp6 in which an 
aspartate residue (D243) critical for metal ion coordination in the active site (44, 45) was 
substituted to alanine. When incubated with the r(A)25 substrate RNA, the purified D243A 
version of S. pombe Rrp6 did not degrade poly(A) RNA (Fig. 7F, lanes 6-9), indicating that 
catalytically active Rrp6 is required for poly(A) RNA decay. Importantly, both wild-type 
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and D243A versions of Rrp6-Flag showed similar abundance (Fig. S5). We next tested 
whether Nab2 can interfere with Rrp6-mediated degradation in vitro. Wild-type and ZnF-
defective versions of GST-Nab2 were incubated with poly(A) RNA before the addition of 
increasing amounts of wild-type Rrp6. Wild-type Nab2 clearly interfered with the 
degradation activity of Rrp6 (compare Fig. 7G, lanes 2-5 to Fig. 7F, lanes 2-5). In contrast, 
a ZnF-defective version of Nab2 (C184A) that did not bind poly(A) RNA (see Fig. 2E) did 
not impair the exonucleolytic activity of Rrp6 (Fig. 7G, lanes 6-9). These data indicate that 
poly(A)-bound Nab2 can suppress Rrp6-mediated degradation in vitro. 
 
 
6. Discussion 
 
The addition of a poly(A) tail at the 3’ end of an mRNA is a fundamental step in the 
course of the gene expression process in eukaryotic cells. Yet, because the product of 
polyadenylation corresponds to a widespread and repetitive sequence of adenosines, the 
poly(A) tail is not generally considered to be involved in gene-specific regulation via trans-
acting factors. Contrasting this view, we demonstrate here that the 3’ poly(A) tail can 
function in gene regulation through the action of competing poly(A)-binding proteins 
(PABPs) in the nucleus.  
 
 
6.1. Evolutionarily divergent roles for Nab2 orthologs. 
Our work describes the identification of the fission yeast ortholog of S. cerevisiae 
Nab2 and human ZC3H14. This conclusion is supported by several observations: (i) the 
high level of sequence similarity between S. pombe Nab2 and its orthologs in the amino- 
and carboxy terminal regions (Figs. 1B, 1C, and S1), (ii) the domain organization of S. 
pombe Nab2, including an N-terminal PWI-like domain and C-terminal CCCH zinc finger 
motifs (Fig. 1A), (iii) the ability of Nab2 to specifically and directly interact with poly(A) 
RNA in vitro (Fig. 2C-2E), and (iv) the nuclear localization of Nab2 (Fig. 2B). 
Nevertheless, despite sequence and structural homologies, it appears that the function of 
Nab2 has diverged during the speciation of budding and fission yeasts from a common 
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ancestor. First, in contrast to S. cerevisiae, Nab2 is not essential for viability in S. pombe. In 
addition, we did not observed global defects in poly(A) tail length control (Fig. 3A) and in 
poly(A) RNA export (Fig. S6) in Nab2-deficient S. pombe cells, contrasting to what has 
been reported for loss-of-function alleles of S. cerevisiae NAB2 (20, 25). Although the 
reasons for the strikingly different phenotypes related to Nab2 deficiency between budding 
and fission yeasts are unclear, the presence of an additional nuclear PABP in S. pombe 
(Pab2) may be one explanation. Nab2 is the major nuclear PABP in S. cerevisiae, as the 
genome of S. cerevisiae does not encode a homolog of S. pombe Pab2/human PABPN1 (46, 
47). In contrast, Pab2 is the more abundant nuclear PABP in S. pombe, with approximately 
5830 molecules of Pab2 and 2745 molecules of Nab2 reported per proliferating cell (48). 
For this reason, S. pombe should serve as a powerful model system to gain a detailed 
understanding of the functional interplay between nuclear PABPs. Accordingly, it will be 
interesting to define the function of ZC3H14, which shares the human nuclear 
transcriptome with PABPN1 in a manner analogous to S. pombe Nab2 and Pab2. 
 
 
6.2. Nuclear PABPs and mRNA polyadenylation 
Data obtained from biochemical studies and in vitro polyadenylation assays have 
defined roles for nuclear PABPs in the elongation process of poly(A) polymerase (PAP) 
and in poly(A) tail length control, suggesting fundamental roles for nuclear PABPs during 
mRNA polyadenylation in vivo (6, 49, 50). In S. pombe, however, the current data does not 
support a role for Pab2 as a general factor required for mRNA polyadenylation. The 
hyperadenylation phenotype of pab2Δ cells only affects a select group of transcripts that 
accumulate as hyperadenylated RNAs (3, 51, 52), whereas most mRNAs are properly 
expressed and polyadenylated in pab2Δ cells (2). Nevertheless, it was possible that another 
nuclear PABP, such as Nab2, could stimulate PAP processivity in the absence of Pab2. We 
were therefore surprised to find that S. pombe cells deleted for both pab2 and nab2 were 
viable and produced mRNAs with poly(A) tail lengths similar to wild-type cells (Fig. 4C-
4D). Similarly, Nab2 does not appear to be required to stimulate the elongation process of 
poly(A) tail synthesis in budding yeast (27). Recent data also indicate that the large 
majority of human protein-coding genes express normal levels of polyadenylated mRNA in 
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PABPN1-deficient cells (11, 53). These observations question the need for nuclear PABPs 
to load onto nascent poly(A) tails to stimulate PAP activity during mRNA polyadenylation 
in vivo. Indeed, it may be more efficient in the course of the gene expression process to 
directly load cytosolic PABPs (Pab1/PABPC1) onto the growing mRNA poly(A) tail 
before nuclear export, instead of a model in which an exchange reaction must occur 
between nuclear and cytosolic PABPs to allow efficient cap-dependent translation in the 
cytoplasm via interactions between the translation initiation complex and PABPC1. 
Consistent with loading of cytosolic PABPs onto nascent mRNA poly(A) tails in the 
nucleus, human PABPC1 has been shown to physically associate with unspliced pre-
mRNAs (54) as well as to copurify with the mRNA 3’ end processing machinery (55). 
Functional evidence also support the critical role of Pab1 in the biogenesis and export of 
mRNAs in S. cerevisiae (27, 56). The development of tools that can determine which 
PABP is most abundantly loaded onto the nascent poly(A) tail will be an important goal in 
the future, and should reveal critical insights into the mechanism underlying control of 
nuclear mRNA polyadenylation.  
 
 
6.3. Antagonistic roles for nuclear PABPs in gene regulation 
Our work shows that whereas the absence of Nab2 does not affect the expression of 
several housekeeping genes, the expression of Pab2-dependent genes, such as snoRNAs 
and rpl30-2, is affected in nab2Δ cells. Specifically, the absence of Nab2 results in 
converse effects relative to pab2Δ cells. Using rpl30-2 as a model gene, we provide 
evidence that Nab2 preferentially associates with the unspliced pre-mRNA relative to the 
mature mRNA. Consistent with this observation, we found that a significant number of 
splicing factors copurify with Nab2 and that the rpl30-2 intron is required for Nab2-
dependent regulation, indicating that Nab2 acts at the levels of the unspliced pre-mRNA. 
Our data also suggest that Nab2 stabilizes rpl30-2 pre-mRNAs, as reduced levels of 
unspliced rpl30-2 transcripts were found in the absence of Nab2 after splicing inhibition. 
Based on these findings, we propose that Nab2 controls rpl30-2 expression by competing 
with Pab2 for polyadenylated rpl30-2 pre-mRNAs, thereby interfering with Pab2/Rrp6-
mediated pre-mRNA decay in the nucleus (Fig. 8). Consistent with this model, increased 
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dosage of Nab2 in S. pombe promotes rpl30-2 expression by stabilizing the unspliced pre-
mRNA, an outcome similar to Pab2 deficiency (Fig. 7C). Our findings have therefore 
unveiled a mechanism of gene regulation in which the 3’ poly(A) tail acts as a platform for 
competing PABPs in the nucleus. Such a mechanism of gene regulation via antagonistic 
nuclear PABPs could be controlled by changing the relative Nab2:Pab2 stoichiometry 
and/or by altering their respective affinity to poly(A) RNA through post-translational 
modifications (23, 38, 57, 58).  
 
Given the recently proposed role of S. cerevisiae Nab2 in a nuclear surveillance 
pathway that promotes removal of excess pre-mRNAs via Rrp6 degradation (27), it was 
surprising to find a role for S. pombe Nab2 as a positive regulator of rpl30-2 expression by 
a mechanism that impedes nuclear pre-mRNA decay. Yet, it should be noted that 
phylogenetics studies indicate that S. pombe and S. cerevisiae are as different to each other 
as either is from animals (59). Such evolutionary distance between S. pombe and S. 
cerevisiae may explain the different use of nuclear PABPs in both species, as discussed 
earlier: Pab2 being the major nuclear PABP in S. pombe, whereas Pab2 is absent in S. 
cerevisiae. Therefore, although both fission and budding yeasts seem to have conserved a 
pathway in which pre-mRNA decay competes with RNA splicing to control gene 
expression, it appears that the large evolutionary distance between both species delegated 
the RNA decay-promoting function of this pathway to different PABPs: Pab2 in S. pombe 
and Nab2 in S. cerevisiae (14, 27).  
 
Our previous work revealed a cross-regulatory mechanism whereby Rpl30-1 
negatively controls rpl30-2 expression via splicing inhibition (14). Importantly, we show 
here that Nab2-dependent regulation of rpl30-2 no longer takes place in the absence of 
Rpl30-1 (Fig. 6F). This finding indicates that the ability of Nab2 to control rpl30-2 
expression at the level pre-mRNA turnover requires that Rpl30-1 interfere with rpl30-2 
splicing beforehand (Fig. 8). As results indicate that inefficiently spliced transcripts 
accumulate near their site of transcription (60, 61), we propose that splicing inhibition by a 
trans-acting factor such as Rpl30-1 extends the nuclear lifetime of an unspliced pre-mRNA, 
allowing nuclear PABPs to compete for pre-mRNA association and regulation (Fig. 8). 
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Gene regulation at the level of nuclear pre-mRNA turnover may therefore provide a mean 
for rapid post-transcriptional control of gene expression in the many cases in which cells 
must respond quickly to changing environmental conditions (14).  
 
 
Figure 8 : Model for opposing roles of Nab2 and Pab2 in nuclear pre-mRNA decay. 
Specific RNA-binding proteins, such as Rpl30-1, can interfere with RNA splicing, leading 
to the accumulation of unspliced pre-mRNAs in the nucleus. Pab2-bound pre-mRNAs are 
targeted for complete degradation via Rrp6-mediated RNA decay, whereas unspliced pre-
mRNAs bound by Nab2 are resistant to the degradation activity of Rrp6. Nab2-bound pre-
mRNAs can ultimately complete RNA splicing to allow export of mature mRNAs. The 
equilibrium between RNA decay and processing is therefore influenced by the opposing 
roles of Pab2 and Nab2, thereby controlling gene expression. 
  
In summary, we provide evidence that the functional interplay between nuclear 
poly(A)-binding proteins can induce post-transcriptional gene regulation. The opposing 
roles of Pab2 and Nab2 described in this study infer the need to strictly control the 
concentration of nuclear PABPs. In this view, it may be important to consider that diseases 
related to mutations in PABPN1, resulting in oculopharyngeal muscular dystrophy (62), and 
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ZC3H14, which cause a form of intellectual disability (29), may be linked to the disruption 
of this homeostasis. 
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Supplementary Figure 1. 
Amino acid sequence alignment of Nab2 from multiple species. The color gradient is from 
deep red for highly similar residues to deep blue for dissimilar ones. The N-terminal PWI-
like domain (aa 1-79 of S. pombe Nab2) and the three CCCH-type zinc fingers are 
underlined. Sequence alignments are from Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila 
melanogaster (Dm), and Schizosaccharomyces pombe. Alignment and shading were 
generated using CLC Sequence Viewer (CLC Bio), available via the World Wide Web. 
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Supplementary Figure 2. 
SDS-PAGE analysis of GST-fusion proteins.  Commassie blue staining of purified GST 
(lane 2), GST-Pab2 (lane 3), GST-Nab2 (lane 4), GST-Nab2 C184A (lane 5), GST-Nab2 
C217A (lane 6), and GST-Nab2 C254A (lane 7). Molecular weight markers (lane 1) are 
indicated on the left.  
 
 
Supplementary Figure 3.  
The absence of Nab2 does not affect the density of RNA Pol II at the rpl30-2 locus. (Upper 
panel) Schematic diagram of rpl30-2 gene. Boxes and the dashed line represent exons and 
the intron, respectively. Nucleotides numbers are relative to the initiation codon. Bars 
above the gene show the position of PCR products used for analyses in ChIP assays. The 
number above each bar is used for identification in the graph. (Lower panel) ChIP assays 
were performed on extracts prepared from wild-type and nab2Δ strains using a monoclonal 
antibody specific to RNA Pol II. The coprecipitating DNA was quantified by real-time 
PCR using gene-specific primer pairs located along the rpl30-2 gene (see upper panel). All 
of the ChIP data are presented as the fold enrichment of RNA Pol II relative to the control 
nda2 locus. Values represent the means of at least three independent experiments and bars 
correspond to standard deviations. 
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Supplementary Figure 4. 
Equal amounts of GST-Nab2 (lanes 3 and 5-12) were incubated with a Cy3-labeled poly(A) 
RNA (r(A)25) oligonucleotide for 15 min before the addition of increasing amounts of GST-
Pab2 (lanes 5-8) and GST (lanes 9-12) for an additional 15 min incubation. RNA-protein 
complexes were analyzed on 5% nondenaturing polyacrylamide gels. The arrows point to 
the position of free r(A)25 as well as Pab2:r(A)25 and Nab2:r(A)25 complexes. 
 
Supplementary Figure 5. 
Expression level of wild-type and catalytically inactive Rrp6. Western blot analysis of 
wild-type (lane 1) and D243A (lane 2) version of purified Rrp6-Flag expressed in E. coli.  
 
Supplementary Figure 6. 
Wild-type (panels a-b) and  cells (panels c-d) were analyzed by FISH with a Cy5-
labeled oligo(dT)50 (panels a and c).  
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SUPPLEMENTARY TABLES 
Supplementary Table S1.  Yeast strains used in this study 
Strain Description Study 
FBY13 h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 
(Bachand & 
Silver, 2004) 
FBY313 h- prp1-4 
(Habara et al, 
2001) 
FBY314 h+ prp2-1 
(Habara et al, 
2001) 
FBY684 h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 rpl30-1::kanMX6 
(Lemieux et al, 
2011) 
FBY767 h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 Rmt3-ProA This study 
FBY874 
h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 Nab2-
GFP::kanMX6 
This study 
FBY877 h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 nab2::kanMX6 This study 
FBY957 
h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 Nab2-
ProA::kanMX6 
This study 
FBY960 
h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 Snd1-
ProA::kanMX6 
This study 
FBY1031 
h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 nab2::kanMX6 
pab2::ura4 
This study 
FBY1032 h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 This study 
FBY1033 h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 pab2::ura4 This study 
FBY1034 h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 nab2::kanMX6 This study 
FBY1086 
h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 nab2::kanMX6 
rrp6::ura4 
This study 
FBY1087 h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 rrp6::ura4 This study 
FBY1088 h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 nab2::kanMX6 This study 
FBY1089 h? ade6? leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 This study 
FBY1336 
h? ade6::pBPade6-rpl30-2Δi leu1-32ura4Δ18 his3Δ1 
rpl30-2::kanMX6 nab2::natMX6 
This study 
FBY1340 
h? ade6::pBPade6-rpl30-2Δi leu1-32ura4Δ18 his3Δ1 
rpl30-2::kanMX6 
This study 
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FBY1441 h- prp1-4 nab2::kanMX6 This study 
FBY1443 h+ prp2-1 nab2::kanMX6 This study 
FBY1526 
h+ ade6M210 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 rpl30-1::kanMX6 
nab2::natMX6 
This study 
FBY1604 
h- ade6::pBPade6-rpl30-2 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 rpl30-
2::kanMX6 
This study 
FBY1607 
h- ade6::pBPade6-rpl30-2 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 rpl30-
2::kanMX6 nab2::natMX6 
This study 
FBY1610 
h? ade6::pBPade6-nab2 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 
nab2::kanMX6 
This study 
FBY1641 
h? ade6::pBPade6-nab2(C184A, C217A, C254A) leu1-32 
ura4Δ18 his3Δ1 nab2::kanMX6 
This study 
FBY1681 
h? ade6::pBPade6-nab2 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 
nab2::kanMX6 
This study 
FBY1694 h? ade6::pBPade6 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 This study 
FBY1696 
h? ade6::pBPade6 leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 
nab2::kanMX6 
This study 
FBY1698 
h? ade6::pBPade6-nab2(S.c.) leu1-32 ura4Δ18 his3Δ1 
nab2::kanMX6 
This study 
 
Supplementary Table S2.  Plasmid constructs used in this study. 
Plasmid Description Study 
pFB79 pGEX-4T-2 / PAB2 
(Perreault et al, 
2007) 
pFB169 pREP42-EGFP-N 
(Craven et al, 
1998) 
pFB294 pET-28b (+) / RRP6-Flag 
(Lemay et al, 
2010) 
pFB327 pET-28b (+) / RRP6-Flag (D243A) This study 
pFB366 pBPade6 
(Beaudoin & 
Labbe, 2006) 
pFB692 pGEX-5X-3 / NAB2 This study 
pFB720 pREP42-EGFP-N / NAB2 This study 
pFB729 pGEX-5X-3 / NAB2 (C184A) This study 
pFB730 pGEX-5X-3 / NAB2 (C217A) This study 
pFB731 pGEX-5X-3 / NAB2 (C254A) This study 
pFB815 pBPade6 / NAB2 (Promotor, ORF, terminator) This study 
pFB834 
pBPade6 / NAB2 (Promotor, ORF (C184A C217A 
C254A), terminator) 
This study 
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DISCUSSION 
 
 
Les protéines PABPs ont été étudiées dans plusieurs organismes afin de les 
caractériser et de mieux comprendre leur rôle au niveau du contrôle de l’expression des 
gènes. Il a été montré qu’elles sont impliquées dans diverses étapes de maturation des 
ARN. Elles jouent entre autres un rôle dans le processus de polyadénylation des ARNm, 
dans leur export vers le cytoplasme ainsi que dans leur traduction (Gorgoni et Gray, 2004; 
Mangus et al., 2003). Ces protéines sont nombreuses, elles ont différentes localisations et 
elles n’ont pas toutes les mêmes fonctions. De plus, d’un organisme à l’autre, les fonctions 
attribuées à une PABP et à ses orthologues peuvent être conservées, mais ne sont pas 
nécessairement les mêmes à 100 %. Chez l’humain, deux maladies génétiques ont été 
associées à des PABPs : PABPN1 et la dystrophie musculaire oculopharyngée ainsi que 
ZC3H14 et la déficience intellectuelle (Pak et al., 2011). Bien que la mutation responsable 
de la maladie ait été identifiée dans les deux cas, les défauts associés aux fonctions de la 
protéine menant à la maladie ne sont toujours pas compris. L’étude des orthologues de ces 
protéines dans différents organismes peut donc aider à mieux comprendre leur fonction 
chez l’humain et à faire le pont avec les maladies qui leur sont associées respectivement.  
 
Un orthologue de ZC3H14 a été identifié chez Schizosaccharomyces pombe.  Il s’agit 
de la protéine Nab2 et les travaux présentés dans de mémoire en décrivent la première 
caractérisation. En effet, le gène spac14c4.06c qui code pour la protéine Nab2 est non-
essentiel pour la survie de la cellule et sa délétion n’entraîne aucun changement majeur au 
niveau du rythme de croissance de la levure, comparativement à une souche de type 
sauvage (WT) (Article, Figure 2A). La protéine résultant de l’expression de ce gène est 
localisée au noyau, ce qui a été montré en vérifiant la localisation de la protéine fusion 
Nab2-GFP (Article, Figure 2B). Des essais de liaison in vitro ont aussi permis de 
déterminer que la protéine Nab2 est apte à lier des séquences d’ARN polyadénylées, que 
cette liaison est spécifique aux adénosines et qu’elle nécessite chacun de ses trois doigts de 
zinc intacts (Article, Figure 2C-D-E). Ces résultats indiquent donc que la protéine Nab2 est 
une PABP nucléaire. Tout comme ses orthologues, Nab2 possède un domaine PWI-like en 
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position N-terminale ainsi que trois doigts de zinc (Article, Figure 1), situés dans la portion 
C-terminale, importants pour la liaison à l’ARN. Cependant, au contraire de son orthologue 
retrouvé chez la levure à bourgeon, Nab2 ne semble pas être impliqué dans le processus 
global de polyadénylation des ARNs puisque sa délétion n’entraîne aucun changement 
majeur dans le patron de polyadénylation des ARNs totaux (Article, Figure 3A) alors que 
sa déplétion chez la levure à bourgeon résulte en un phénomène d’hyperadénylation. 
Cependant, il est à noter que chez S. pombe, il y a deux PABPs nucléaires, Pab2 et Nab2, 
alors que chez S. cerevisiae, seule Nab2p est présente. Les deux organismes ayant évolué 
différemment, il est donc possible que la somme des fonctions attribuées à Nab2p soit 
répartie entre les deux PABPs nucléaires présentes chez la levure à fission. En effet, la 
simple délétion de PAB2 résulte en une hyperadnéylation des ARNs totaux et cette 
constatation est amplifiée lorsqu’il y a double délétion de pab2 et de nab2, et ce, même si la 
simple délétion de nab2 ne résulte en aucun changement. Il semble cependant que ce 
phénomène d’hyperadénylation ne soit pas généralisé chez S. pombe puisque ce ne sont pas 
tous les types d’ARNs qui sont affectés. En effet, aucune variation dans la longueur des 
queues poly(A) des ARNs de adh1 et de pyk1 n’est observée (Article, Figure 4C-D). Il 
semble donc que les ARNs hyperadénylés sont plutôt des ARNs ciblés par Pab2 pour leur 
régulation. Un des exemples connus est l’accumulation des précurseurs des snoRNAs 
polyadénylés en absence de la protéine Pab2 (Lemay et al., 2010). Une augmentation 
accrue de la quantité de précurseurs est aussi notée dans un double mutant nab2Δpab2Δ 
alors qu’aucune accumulation n’est observée dans une souche nab2Δ. Cette observation est 
aussi valable lorsqu’on observe les niveaux d’accumulation de différents ARNs impliqués 
dans la méiose et qui sont aussi connus pour être régulés par Pab2 (Figure 3). 
 
Figure 3 : Quantification par qPCR des niveaux d’ARN des précurseurs du snoRNA 
snR99 et des gènes méiotiques sme2 et spo5 dans différentes souches. 
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Ces observations ne révèlent pas beaucoup d’informations à propos des fonctions de 
Nab2 chez S. pombe, excepté le fait que cette protéine semble interagir avec Pab2, l’autre 
PABP nucléaire, ce qui est corroboré par la présence d’interactions génétiques entre ces 
deux protéines (Article, Figure 4A). Une seconde portion des travaux présentés dans ce 
mémoire étudie donc la relation entre Nab2 et Pab2 pour la régulation de cibles communes. 
Pab2 est connu pour participer à la synthèse des snoRNAs en recrutant l’exoribonucléase 
Rrp6 pour leur maturation ainsi que pour être impliqué dans un mécanisme de dégradation 
intron-dépendant pour lequel la régulation du gène modèle rpl30-2 a été étudiée. Tel que 
montré dans la figure 5 de l’article, le niveau d’ARN des snoRNAs snR99 et snR3 ainsi que 
ceux de rpl30-2 varient de façon contraire entre les souches nab2Δ et pab2Δ. Afin 
d’investiguer un peu plus cette relation, le gène modèle rpl30-2 a été utilisé. Il a été montré 
que Nab2 agit au niveau post-transcriptionnelle, tout comme Pab2, mais, qu’au contraire, il 
régule positivement l’expression de rpl30-2 (Article, Figure 6). Plus précisément, Nab2 
semble protéger le pré-ARNm de la dégradation, ce qui laisserait plus de temps à la 
machinerie de maturation pour compléter l’épissage. Une autre évidence illustrant ce fait 
provient de la relation entre Rpl30-1 et Nab2. La protéine Rpl30-1, qui est le paralogue de 
Rpl30-2, est connue pour interférer avec l’épissage de l’ARN de rpl30-2 puisque dans une 
souche rpl30-1Δ, il y a une forte accumulation d’ARN mature qui résulte du fait que le pré-
ARNm a rapidement été épissé. Il a aussi été montré que Pab2 et Nab2 agissent seulement 
quand Rpl30-1 ralenti l’épissage puisque qu’aucun effet du à la double délétion 
pab2Δrpl30-1Δ ou nab2Δrpl30-1Δ n’est notable comparativement à la souche simple rpl30-
1Δ (Lemieux et al., 2011; Article, Figure 6F). Dans le cas où Rpl30-1 est surexprimée dans 
la cellule à l’aide d’un promoteur inductible, il y a une forte diminution de la quantité 
d’ARN mature. Dans une cette souche, il a été montré que la délétion de pab2 cause une 
accumulation de la quantité de pré-ARNm. C’est aussi ce qui se passe lorsque Nab2 est 
surexprimée dans cette même souche, indiquant qu’elle possède un rôle protecteur contre la 
dégradation (Figure 4). 
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Figure 4 : Impact de la surexpression de Rpl30-1 et Nab2 dans la régulation de 
l’expression de rpl30-2. 
Analyse par northern blot des niveaux de pré-ARNm et d’ARNm mature de rpl30-2. 
Rpl30-1 et Nab2 sont exprimés sous le contrôle du promoteur nmt1 qui est réprimé en 
présence de thiamine. 
 
L’absence de Nab2 mène donc à une plus grande dégradation du niveau de pré-
ARNm qui résulte par la suite en une diminution de la forme mature. De plus, des données 
récoltées in vitro montrent que Nab2 est capable de déloger Pab2 d’une séquence 
polyadénylée mais que l’inverse n’est pas possible, ce qui suggère que les deux PABPs ne 
se lient pas en même temps. Il est donc possible de supposer que si Nab2 est capable de 
déloger Pab2 in vivo, sa surexpression entraînerait un phénotype semblable à une souche 
pab2Δ, ce qui a été confirmé en vérifiant les niveaux d’expression de l’ARN de rpl30-2 
(Article, Figure 7C), mais aussi ceux des précurseurs des snoRNAs snR99 et snR3. 
 
Figure 5 : Impact de la surexpression de Nab2 dans la synthèse des snoRNAs. 
Visualisation par northern blot de l’accumulation de précurseurs de snoRNAs 
polyadénylés,  qui est comparable entre une souche pab2Δ et une souche où Nab2 est 
surexprimée, suite au traitement des ARN à la RNase H. 
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Le modèle établi stipule donc que Nab2 protège le pré-ARNm de la dégradation, ce 
qui laisse plus de temps à la machinerie d’épissage pour effectuer son travail, alors que 
Pab2 stimule sa dégradation en recrutant l’exoribonucléase Rrp6 et qu’une seule des deux 
PABP est liée au pré-ARNm à la fois (Article, Figure 8). La liaison de Nab2 ou de Pab2 sur 
la queue poly(A) dicte donc le devenir du pré-ARNm. 
 
Malgré le fait que la relation entre Nab2 et Pab2 dans la régulation de l’expression du 
gène rpl30-2 ait été éclaircie, certaines incompréhensions demeurent. Par exemple, Nab2 
est une protéine liant des séquences polyadénylées. Il est donc concevable de dire que la 
délétion de nab2 ne devrait pas affecter le niveau d’expression d’un transcrit ne possédant 
pas de queue poly(A). Ce n’est cependant pas le phénomène qui est observé dans le cas où 
l’ARN de rpl30-2 est exprimé sans queue poly(A). De plus, différentes expériences visant à 
caractériser Nab2 ont aussi soulevé d’autres questionnements. Dans le manuscrit présenté 
dans ce mémoire, il a été montré qu’il existait une relation antagoniste entre Nab2 et Pab2, 
mais est-ce toujours le cas? En effet, il est possible que Nab2 régule certaines cibles 
indépendamment de Pab2, notamment des cibles identifiées à la suite d’analyse par 
microarray. Finalement, découvrir les fonctions plus spécifiques de Nab2 chez S. pombe 
peut aussi aider à comprendre Nab2p chez S. cerevisiae et ce, même si cette protéine a 
grandement été étudiée puisque jusqu’à ce jour, seules des fonctions plus générales lui ont 
été attribuées. Les différents points mentionnés ci-haut seront donc discutés dans les 
prochains paragraphes. 
 
 
1. Relation entre Nab2, la machinerie de polyadénylation et le TRAMP 
 
Une façon de vérifier si l’interaction entre une PABP et sa cible est directe est de 
générer un ARN sans queue poly(A) puisque la majorité des PABPs lient principalement 
cette séquence. Pour ce faire, il faut modifier le terminateur de l’ARN pour qu’il ne soit 
plus reconnu pas la machinerie de terminaison canonique. Deux exemples de modifications 
sont le remplacement du terminateur original par celui d’un ARN non polyadénylé ou bien 
l’insertion d’un ribozyme (Rbz) qui crée une coupure indépendamment de la machinerie 
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habituelle. Il a précédemment été montré par expérience de RNAse H que la construction 
Rpl30-2-Rbz permet l’obtention d’un transcrit non polyadénylé et que la délétion de pab2 
dans cette souche n’entraîne aucune accumulation de pré-ARNm ou d’ARNm mature 
comparativement à la souche où Pab2 est encore présente (Lemieux et al., 2011). 
Étonnamment, la délétion de nab2 dans la souche Rpl30-2-Rbz résulte en l’accumulation 
de pré-ARNm et ce, même en absence de queue poly(A) (Figure 6).  
 
Figure 6 : Effet de la délétion de nab2 sur les niveaux d’ARN de rpl30-2 en avec ou 
sans terminateur ribozyme. 
Analyse par Northern blot des niveaux d’ARN de rpl30-2 dans les différentes souches. 
 
Or, dans une situation normale où la terminaison de l’ARN se fait de manière 
canonique, la diminution causée par la délétion de Nab2 nécessite le domaine doigt de zinc 
qui régit la liaison avec les séquences polyadénylées. Ceci a été montré dans le manuscrit 
en réintégrant deux versions de Nab2 dans la cellule. La réintégration d’une version WT de 
Nab2 complémente parfaitement les niveaux d’expression de rpl30-2 puisque ceux-ci 
reviennent à la normale alors que la réintégration d’une version avec les trois premières 
cystéines de chacun des doigts de zinc ne complémente nullement la diminution d’ARN 
observée dans la souche nab2Δ (Article, Figure 5D). Si l’effet de Nab2 passe par le 
domaine de liaison à l’ARN, comment peut-on expliquer l’effet observé dans la souche 
Rpl30-2-Rbz? Afin de mieux comprendre cette augmentation, quelques tests peuvent être 
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réalisés. Premièrement, avec les constructions actuelles, il est possible de déterminer si 
l’effet de Nab2 dans la souche Rpl30-2-Rbz nécessite sa liaison à l’aide des ses doigts de 
zinc, ce qui indiquerait que peut-être Nab2 lie l’ARN ailleurs que sur la queue poly(A) dans 
une séquence particulièrement riche en adénosine telle que l’intron. Pour ce faire, il suffit 
de réintégrer dans la souche Rpl30-2-Rbz qui est aussi nab2Δ les deux constructions 
nommées ci-haut, soit Nab2 WT ou Nab2 avec les trois doigts de zinc altérés par la 
mutation des premières cystéines en alanine. Une absence de complémentation par la 
seconde construction indiquerait donc que l’effet nécessite la liaison de Nab2 sur une 
séquence polyadénylée. Toutefois, l’augmentation du niveau de pré-ARNm observée 
semble être due à l’insertion du ribozyme plus qu’à l’intron lui-même puisque celui-ci 
demeure inchangé. Dans ce cas-ci, Nab2 n’agit plus comme régulateur positif de 
l’expression de rpl30-2, mais plutôt comme régulateur négatif, ce qui indique que d’une 
certaine manière, cette protéine est capable de stimuler la dégradation de l’ARN. Puisque la 
délétion de rrp6 dans la souche Rpl30-2-Rbz ne module pas les niveaux d’expression de 
l’ARN, cela signifie qu’une autre machinerie de dégradation est impliquée. Cette seconde 
machinerie interagirait donc avec Nab2. Parmi les autres machineries impliquées dans la 
dégradation, il y a le complexe TRAMP, reconnu pour recruter l’exosome nucléaire, avec 
lequel Nab2 interagit génétiquement. En effet, une double délétion de nab2 et de cid14, 
l’enzyme poly(A) polymérase du TRAMP chez  S. pombe, génère une souche extrêmement 
malade, tel que visualisé par les essais de croissance (Figure 7A). De manière intéressante, 
la délétion de cid14 résulte aussi en une augmentation du pré-ARNm de Rpl30-2-Rbz 
(Figure 7B). 
77 
 
 
Figure 7 : Interactions entre Nab2 et Cid14 
A) Interactions génétiques entre Nab2 et Cid14 résultants de l’analyse de la croissance des 
mutants nab2Δ, cid14Δ et nab2Δcid14Δ par spot test comparativement à une souche WT. 
B) Analyse par northern blot des niveaux d’ARN de rpl30-2 dans différents conditions. 
 
La structure ribozyme n’étant habituellement pas retrouvée chez la levure, il est 
possible que la cellule ne tienne pas à la conserver et qu’elle favorise sa destruction via un 
recrutement Nab2-dépendant. En effet, une explication possible pouvant expliquer 
l’augmentation du pré-ARNm serait donc que Cid14 contribue à la dégradation du pré-
ARNm en lui ajoutant une courte queue poly(A), ce qui permet la liaison entre l’ARN et la 
protéine Nab2. Dans ce cas-ci, Nab2 aurait un rôle de recruteur de la machinerie de 
dégradation tout comme Nab2p chez S. cerevisiae qui est reconnu pour recruter Rrp6 pour 
la dégradation de ses substrats. Toutefois, ce n’est pas Rrp6 qui est recrutée dans ce cas-ci 
puisque sa délétion dans la souche Rpl30-2-Rbz ne cause pas d’augmentation dans la 
quantité de pré-ARNm détectée. Si c’est le cas, une façon simple de le vérifier est de faire 
une analyse par RNAse H sur deux extraits d’ARN, l’un provenant de la souche Rpl30-2-
Rbz standard et l’autre provenant de la même souche avec, en plus,  la délétion de nab2. 
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Dans cette hypothèse, Cid14 agirait avant Nab2 ce qu’y fait que s’il ajoute une séquence 
polyadénylée, cet ajout devrait être visible sur gel. Il reste ensuite à déterminer quel 
complexe contrôle la dégradation puisque Rrp6 n’est pas impliqué. Le TRAMP ne contient 
aucune enzyme  exoribonucléase et il est connu pour être un activateur de l’exosome 
nucléaire. Dépléter dis3, un gène codant pour une exoribonucléase associée à l’exosome 
chez S. pombe, pourrait donner de l’information sur la machinerie de dégradation utilisée, 
et ce, même si Rrp6, l’autre exoribonucléase associée à l’exosome, ne semble pas être 
impliquée. Il est aussi possible de vérifier l’impact d’autres enzymes telles que Sky7 
retrouvée au cytoplasme. 
 
 
2. Fonctions de Nab2 indépendantes de Pab2 
 
Initialement, une analyse du transcriptome d’une souche nab2Δ a été faite par 
microarray afin d’identifier différents gènes dont le niveau d’expression des ARNs est 
modulé à la hausse ou à la baisse d’au moins 1,5 fois. Parmi les gènes régulés à la hausse se 
retrouvent notamment plusieurs gènes heat shocks, des ARNs antisens ainsi que des ARNs 
non codants alors que sont identifiées, à la baisse, des gènes associés au métabolisme 
d’acides aminés. Une vérification par immunobuvardage de type northern ainsi que par 
qPCR du niveau d’expression des différentes cibles a permis de confirmer une 
augmentation des transcrit de hsp9 et rds1, deux gènes heat shocks, ainsi que la diminution 
d’expression des gènes arg4, met17 et vht1 dans une souche nab2Δ. Cependant, les 
changements observés ne semble être spécifique que dans les cas de la diminution associée 
au gènes du métabolisme des acides aminés. 
 
 Une analyse préliminaire du niveau de transcrits du gène arg4 (Figure 8) réalisée par 
northern blot montre que la diminution observée est spécifique à la délétion de nab2 
puisqu’aucun changement n’est observé dans la souche pab2Δ. La régulation de 
l’expression du gène arg4, et possiblement celle des autres gènes associés au métabolisme 
des acides aminés, pourrait être spécifiquement contrôlée par Nab2. Dans ce cas-ci, il peut 
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s’agir d’un exemple de régulation n’impliquant que Nab2 seulement et la détermination du 
mode de régulation pourrait indiquer une fonction spécifique de Nab2. 
 
 
Figure 8 : Diminution d’expression de l’ARNm du gène arg4 est Nab2-dépendante. 
A) Analyse par northern blot et B) quantification des niveaux d’expression de arg4 dans les 
souches WT, simples mutants nab2Δ et pab2Δ ainsi que dans la souche double mutant 
nab2Δpab2Δ. 
 
 
3. Parallèle entre les fonctions de Nab2 chez S. pombe et celle de Nab2p chez S. 
cerevisiae. 
 
Jusqu’à maintenant, seules des fonctions générales ont été associées à la protéine 
Nab2p chez S. cerevisiae. Chez S. pombe, ces mêmes fonctions ne sont pas conservées. Il 
semble donc qu’au cours de l’évolution, les fonctions de Nab2 se sont plus focalisées sur 
certains points précis. Pourtant, il est possible qu’elles soient tout de même conservées chez 
la levure à bourgeon, car malgré son rôle plus généralisé, Nab2p est capable de 
complémenter la diminution du niveau d’ARNm mature de rpl30-2 observée dans une 
souche nab2Δ chez la levure à fission (Figure 9).   
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Figure 9 : Complémentation d’une souche nab2Δ par Nab2p de chez S. cerevisiae. 
A) Analyse par northern blot et B) quantification par qPCR des niveaux d’expression du 
pré-ARNm et de l’ARNm mature de rpl30-2 lors de l’intégration d’un plasmide vide (EV), 
de Nab2 de S. pombe (S.p.) ou de Nab2p de S. cerevisiae (S.c.) dans une souche nab2Δ. 
Nab2p est exprimé sous le contrôle du promoteur et du terminateur de nab2 de la levure à 
fission. (Test T de Student, Analyse significative : **= p-value < 0.01; *= p-value < 0.05) 
 
Caractériser le rôle et la fonction de Nab2 chez S. pombe peut donc aider à 
comprendre celui de ses différents orthologues. 
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CONCLUSION 
 
 
En conclusion, l’importance des PAPBs dans le contrôle de l’expression génique est 
non négligeable puisque ces protéines interviennent à différents niveaux de régulation. 
Elles régissent non seulement la formation de la queue poly(A), étape nécessaire à la 
maturation de l’ARN, mais aussi son export et sa traduction. Des mutations retrouvées chez 
deux PABPs nucléaires humaines ont même été associées à des maladies génétiques 
affectant la qualité de vie des individus touchés. Ce mémoire présente la première 
caractérisation de la protéine Nab2, une PABP nucléaire, chez la levure à fission 
Schizosaccharomyces pombe. Comprendre le rôle et la fonction de cette protéine dans ces 
organismes peut aider à comprendre celui de son orthologue humain, ZC3H14, pour lequel 
une mutation résultant en la perte d’expression de l’isoforme nucléaire est associée à un 
type de déficience intellectuelle transmise génétiquement. De plus, les principaux travaux 
décrits dans ce mémoire présentent un nouveau mode de régulation post-transcriptionnelle 
géré par des PABPs. En effet, ils montrent un mécanisme dans lequel deux PAPBs entrent 
en compétition pour déterminer le devenir de leur cible ARN. Finalement, ils illustrent 
aussi qu’un débalancement du niveau de PABPs retrouvées dans la cellule peut influencer 
la régulation génique. 
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